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O estudo de processos de produção de nanopartículas poliméricas, mais especificamente 
a quitosana (CHI), para aplicações em vacinação/terapia gênica é um desafio. Este trabalho 
teve como objetivo o desenvolvimento do processo de produção de nanopartículas de CHI 
com o agente reticulante tripolifosfato de sódio (TPP), sendo dividido em 3 etapas. A 
primeira etapa consistiu na produção destas partículas, avaliando a influência do pH da 
solução inicial de CHI (pH 4; 5 e 5,5). Para isso, utilizou-se um sistema de reator com 
chicanas e agitação mecânica com impelidor do tipo cowles facilmente escalonável. A 
caracterização físico-química das nanopartículas permitiu verificar as diferenças das 
partículas produzidas nos diferentes pH’s. Um estudo de estabilidade simulando o ambiente 
de aplicação biológica foi realizado para avaliar as nanopartículas produzidas em pH’s 
diferentes e verificou-se que as partículas produzidas nos pH’s menores apresentaram 
maior estabilidade no período estudado (4 horas). A avaliação biológica dos complexos 
preparados (DNA-CHI/TPP), em termos de transfecção in vitro em células HeLa, indicou 
que não houve diferença entre as partículas produzidas nos diferentes pHs. A segunda 
etapa do trabalho avaliou a influência da temperatura durante o processo de produção de 
nanopartículas de CHI/TPP utilizando o mesmo sistema anteriormente descrito. Foram 
avaliadas três diferentes condições isotérmicas e também a variação de temperatura ao 
longo da gelificação ionotrópica. Para este último caso, obteve-se nanopartículas com 
índice de polidispersidade significativamente menor do que os processos isotérmicos. Duas 
porcentagens de DNA (10 e 40% m/m) foram incoporadas às nanopartículas e a diferença 
em termos de pDNA incoporado apresentou diferentes eficiências de transfecção em 
células A293 ao longo do tempo, indicando uma liberação sustentada. Em termos de 
citotoxicidade, observou-se queda da viabilidade celular após 120 horas de incubação, sem 
ocorrer dependência da dose. Na terceira etapa realizou-se uma análise exploratória para 
o desenvolvimento de um processo microfluídico para produção de partículas de CHI/TPP. 
Dois métodos foram estudados: focalização hidrodinâmica e emulsão temporária.  O 
processo de emulsão temporária não foi reprodutível visto que a finalização desta etapa foi 
comprometida devido a precipitação da quitosana nos microcanais. As condições avaliadas 
para o método de focalização hidrodinâmica geraram nanopartículas de CHI/TPP com alto 
índice de polidispersidade. Este trabalho apresenta uma nova  área no  desenvolvimento 
de processos de produção de partículas poliméricas. 
Palavras chave:  nanopartículas de quitosana, tripolifosfato de sódio, pH, temperatura, 

























































The study of polymeric nanoparticle production processes, specifically that of chitosan 
(CHI), for gene vaccine/therapy application is a challenge. This work aims to outline the 
development of a production process of chitosan (CHI) with the crosslinking agent, 
pentasodium triphosphate (TPP), which was divided into three steps. The first step was the 
production of these nanoparticles evaluating the influence of chitosan solution pH (4; 5; 5.5). 
For this purpose, the system used was a reactor with baffles and mechanical stirring with a 
cowles impeller that is highly scalable. Physico-chemical characterization revealed 
differences between nanoparticles produced in the different pH’s. A stability test simulating 
the biological application environment was carried out to evaluate the nanoparticles 
produced in different pH’s and verified that the nanoparticles produced in lower pH’s 
presented higher stability during the evaluated period (4 hours). The biological study of the 
prepared complexes (DNA-CHI/TPP), in terms of in vitro transfection in HeLa cells, indicated 
no difference between the nanoparticles produced in the different pH’s. 
The second step of this work studied the influence of temperature on CHI/TPP nanoparticle 
production using the same system as previously described. Three different isothermal 
conditions as well as temperature variation during the ionic gelation were tested. For this 
last condition, nanoparticles produced were significantly smaller in terms of polydispersity 
index (PDI) compared to those produced in the isothermal processes. Two percentage of 
pDNA were incorporated (10 and 40% w/w) to the nanoparticles, and the difference in terms 
of pDNA amount showed different transfection efficiency in A293 cells over the time, 
suggesting sustained release capability. In terms of cytotoxicity, it was observed that cell 
viability decreased after 120 hours of incubation in a non-dose-dependent manner.  
The third step was the exploratory investigation of microfluidic processes to obtain CHI/TPP 
nanoparticles. Two methods were studied: (i) temporary emulsion and (ii) hydrodynamic flow 
focusing. The temporary emulsion process was not reproducible since this step was 
compromised due to chitosan precipitation inside the microchannels. In hydrodynamic flow 
focusing, CHI/TPP nanoparticles presented high values of PDI at the studied conditions. 
This work presents a new area in the development of polymeric nanoparticle production 
processes.  
Keywords:  chitosan nanoparticles, sodium triphosphate, pH, temperature, plasmid DNA, 
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O primeiro relato da utilização de ácidos nucléicos para terapia gênica 
ocorreu em meados da década de 70 e este conceito consiste basicamente em 
introduzir no paciente um material genético para induzir a produção de uma proteína 
capaz de silenciar ou produzir uma determinada proteína, visando a cura de uma 
doença, modular funções celulares pela expressão de proteínas exógenas, inibir a 
indução de um gene específico ou editar mutações genéticas (Jeong, Kim e Park, 
2007). 
Quando vacinas de DNA são administradas na sua forma livre, surgem 
algumas limitações para a aplicação, tais como instabilidade desta macromolécula 
em fluidos corpóreos, não-especificidade nas células-alvo, degradação por enzimas 
(extra e intracelulares) e baixa eficiência de transfecção (Jeong, Kim e Park, 2007). 
Desta maneira, para promover a proteção do DNA e obter elevada eficiência na 
transfecção é necessário o desenvolvimento de sistemas de liberação (vetores) 
(Verma e Weitzman, 2005) que são classificados em duas categorias distintas de 
acordo com suas características: virais e não-virais (Pack et al., 2005; Verma e 
Weitzman, 2005).   
Os sistemas não-virais têm despertado interesse pelo fato de promoverem o 
mínimo de efeitos colaterais ao paciente e por ofereceram ótima estrutura e 
versatilidade química (Wong, Pelet e Putnam, 2007). Dentre os sistemas não-virais 
podemos destacar as nanopartículas obtidas por materiais poliméricos. Muitos 
materiais vêm sendo utilizados: poli ácido lático (PLLA), poli ácido glicólico (PLGA), 
polietilenoamina (PEI), quitosana (Jeong, Kim e Park, 2007; Liu et al., 2008). 
Dentre os polissacarídeos citados pode-se destacar a quitosana devido à sua 
natureza catiônica (Huang et al., 2005), além de apresentar características com 
excelente biocompatibilidade (Guang Liu e De Yao, 2002; Jayakumar et al., 2010),  
CAPÍTULO 1. INTRODUÇÃO 
30 
 
mucoadesividade (Amidi et al., 2010), e reduzida citotoxicidade (Huang et al., 2005). 
Nanopartículas de quitosana podem ser obtidas a partir de várias 
metodologias, tais como: secagem por nebulização (spray drying) (Agnihotri, 
Mallikarjuna e Aminabhavi, 2004; Tewa-Tagne et al., 2007); reticulação de emulsão 
(Agnihotri, Mallikarjuna e Aminabhavi, 2004), coacervação/precipitação (Peniche et 
al., 2003), micelas reversas e gelificação ionotrópica (Agnihotri, Mallikarjuna e 
Aminabhavi, 2004). Umas das técnicas mais utilizadas é a gelificação ionotrópica 
da quitosana com o agente reticulante tripolifosfato de sódio (TPP) (Kaloti e Bohidar, 
2010). 
Apesar da grande diversidade de metodologias propostas para produção de 
partículas de quitosana, o controle do diâmetro médio de partícula e da distribuição 
de tamanho não são facilmente obtidos nestes processos. É de suma importância 
a obtenção de partículas de tamanho em faixa específica e em processos 
reprodutíveis para aplicações em terapia e vacinação gênica e também liberação 
de fármacos. Diante do exposto anteriormente, este trabalho visa a produção de 
sistemas nanoparticulados de quitosana para vacinação e terapia gênica, 
explorando a técnica de gelificação ionotrópica utilizando o tripolifosfato 
pentasódico (TPP) como agente reticulante. Na primeira etapa a gelificação 
ionotrópica foi estudada utilizando quitosana de massa molar média; em seguida, 
explorou-se a influência da temperatura na gelificação ionotrópica, utilizando 
quitosana de massa molar baixa. Nas duas primeiras etapas as nanopartículas de 
quitosana foram testadas em termos de capacidade de transfecção in vitro para 
aplicação em terapia gênica, utilizando DNA plasmidial modelo. Na terceira etapa 
iniciou-se o desenvolvimento de uma plataforma microfluídica para a produção de 
nanopartículas de quitosana a partir do processo de emulsão temporária e também 
o processo de focalização hidrodinâmica. Esta etapa do trabalho encontra-se no 
APÊNDICE I.  
De modo geral, este trabalho contribui para o desenvolvimento de processos 
escalonáveis para a produção de nanopartículas de quitosana, com o enfoque na 
aplicação em terapia e vacinação gênica. 
 
 





Este trabalho tem como principal objetivo contribuir para o desenvolvimento 
de sistemas não-virais nanoparticulados de quitosana para veiculação de DNA, 
visando aplicações na área de liberação gênica (gene delivery), mais 
especificamente para terapia e vacinação gênica. Para alcançar este objetivo, três 
metas principais foram estabelecidas: 
 
a) Produção de nanopartículas de quitosana (CHI) de massa molar média e 
tripolifosfato de sódio (TPP) a partir do método de gelificação ionotrópica em reator 
batelada: Investigação da influência do pH na produção de nanopartículas de 
quitosana com alta concentração (concentração utilizada é considerada alta para 
produção de nanopartículas) utilizando um sistema fácil de ser escalonado.  
Avaliação in vitro dos complexos obtidos em células HeLa. 
 
b) Produção de nanopartículas de quitosana (CHI) de massa molar baixa e 
tripolifosfato de sódio (TPP) avaliando a influência da temperatura durante o 
processo de produção e utilizando o mesmo reator descrito no item anterior: Escolha 
das melhores condições: relação mássica entre a CHI e o TPP, concentrações de 
CHI e TPP. Avaliação in vitro dos complexos obtidos utilizando células A 293. 
 
c) Análise exploratória para o desenvolvimento de plataforma microfluídica 
para produção de nanopartículas de CHI: Investigação da viabilidade técnica de 
processos microfluídicos. Foi explorado o processo baseado no princípio da 
dissolução da água em um solvente polar fraco (Sugaya et al., 2011) em 
microcanais, permitindo posterior gelificação ionotrópica com o TPP. Explorou-se 
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3. Organização da tese em capítulos 
 
A organização do presente trabalho se dá em capítulos como será descrito a 
seguir.  
O capítulo 2 consiste da Revisão da literatura de que irá contextualizar os 
aspectos teóricos e o estado da arte associados ao tema desta tese de doutorado. 
O capítulo 3 tem como título “Scalable production of highly concentrated 
chitosan/TPP nanoparticles in different pHs and evaluation of the in vitro transfection 
efficiency”. O desenvolvimento de um sistema escalonável de produção de 
nanopartículas de CHI/TPP, investigando a influência de diferentes pH’s da solução 
inicial de CHI nas propriedades físico-químicas das nanopartículas. Um estudo de 
estabilidade das mesmas, simulando o meio de aplicação onde foram realizados os 
experimentos biológicos, mostrou que o pH influencia a estabilidade. Apesar das 
diferenças nas propriedades físico-químicas foi possível transfectar os complexos 
em células HeLa, sugerindo que critérios de qualidade na produção podem ser 
flexibilizados. Este capítulo foi submetido ao “Biochemical Engineering Journal” e foi 
aceito para publicação. 
O capítulo 4 tem como título “Chitosan nanoparticles produced with the 
temperature variation technique for sustained gene delivery”. Neste capítulo 
abordou-se a produção de nanopartículas de CHI/TPP e a influência da temperatura 
utilizando um processo escalonável já estudado e consolidado no capítulo anterior. 
Verificou-se a produção de partículas em 3 temperaturas constantes e também a 
produção de partículas com variação de temperatura ao longo do processo. A 
técnica de variação de temperatura gerou nanopartículas com menor 
polidispersidade e um planejamento de experimentos mostrou que maiores 
concentrações de CHI e TPP e maiores relações mássicas CHI/TPP levam maiores 
tamanhos de partícula. A avaliação da transfecção in vitro em células A293 indica 
que a quantidade de ácido nucléico incorporado influencia fortemente o perfil de 
transfecção ao longo do tempo. Apesar disso, a avaliação da citotoxicidade indicou 
diminuição da viabilidade celular no maior tempo de contato (120h) e este 
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comportamento não é dose-dependente. Este capítulo foi submetido ao “Journal of 
Biomedical of Materials Research Part A”.  
O APÊNDICE I intitulado “Estudos exploratórios de processos microfluídicos 
para a produção de nanopartículas de quitosana para terapia e vacinação gênica” 
apresenta uma análise exploratória da formação de nanopartículas de CHI 
desenvolvidos no doutorado sanduíche da aluna. Utilizou-se um dispositivo com 
duas regiões diferentes, baseado no princípio de emulsão temporária. Na primeira 
região, o solvente polar fraco metil acetato entra em contato com a solução aquosa 
contendo quitosana. À medida que havia difusão da água para o solvente, gotas 
homogêneas eram formadas e diminuíam de tamanho a medida que ocorria a 
contra-difusão entre os solventes. Na segunda região havia introdução do agente 
reticulante TPP para formação das nanopartículas. Realizou-se caracterização 
físico-química das nanopartículas em termos de tamanho, potencial zeta e índice 
de polidispersidade.  
 Os ANEXO A, B e C apresentam documentos complementares como 
publicações e trabalhos apresentados da aluna e detalhamento técnico sobre o 
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CAPÍTULO 2.REVISÃO BIBLIOGRÁFICA GERAL 
 
1. Terapia e vacinação gênica 
 
A terapia gênica consiste basicamente em introduzir no paciente um material 
genético para a produção de uma proteína capaz de silenciar, curar uma doença e 
modular funções celulares pela expressão de proteínas exógenas ou inibindo a 
indução de um gene específico ou editando mutações genéticas (Jeong, Kim e Park, 
2007). Quando o material genético utilizado é DNA e este está na forma circular, 
este é denominado DNA plasmidial (pDNA) ou vacina de DNA (Guang Liu e De Yao, 
2002). Além de DNA (incluindo DNA plasmidial e oligonucleotídeos) a terapia gênica 
pode ser realizada também com RNA (mRNA - mensageiro, RNAi - interferência, 
etc) (Pushpendra, Arvind e Anil, 2012). 
 O sucesso da terapia e vacinação gênica depende, dentre outros fatores, da 
capacidade de inserção de ácidos nucléicos (DNA plasmidial e diferentes tipos de 
RNA) nas células-alvo do tratamento, sendo transfecção o nome dado a este 
processo. Com a utilização do DNA plasmidial, existe a necessidade de que o 
material genético alcance o núcleo celular para que o processo de transcrição 
ocorra, permitindo que a proteína de interesse seja expressada pela célula (Raftery, 
O'brien e Cryan, 2013).      
De acordo com Rodrigues et al, 2004 existem vacinas gênicas que já estão 
em fase de testes clínicos e esta tecnologia pode se tornar a maior ferramenta no 
combate e prevenção de doenças (Rodrigues Júnior et al., 2004). Diversos estudos 
sobre terapia/vacinação gênica vêm sendo realizados em diferentes tipos de 
doenças, tais como: câncer (Ashley et al., 1997; Perche et al., 2011; Li, Li e Keates, 
2012), AIDS (Strayer et al., 2005), tuberculose (Rosada et al., 2008; Rosada et al., 
2012), dentre outras.  




A característica aniônica dos ácidos nucléicos, bem como a sua 
susceptibilidade no meio extra-celular requer a utilização de sistemas de veiculação 
específicos. 
 
1.1. Necessidade de veiculação do DNA 
 
O DNA administrado em sua forma livre sofre ação de enzimas chamadas 
nucleases. Além disso, o processo de transfecção (entrada nas células e no núcleo) 
é dificultado pela característica aniônica e pelo tamanho do DNA (Lasic, 1997). Com 
a necessidade de proteção do DNA e aumento de transfecção, surgiram os sistemas 
particulados.  Dois tipos de sistemas para terapia e vacinação gênica são 
identificados: virais e não-virais (Jeong, Kim e Park, 2007).  
O conceito básico de vetores virais está na habilidade dos vírus em entregar 
o material genético dentro de uma célula infectada (Verma, Inder M. e Weitzman, 
Matthew D., 2005). Os vírus possuem grande habilidade de capacidade de entrega 
de seu material genético na célula hospedeira e facilidade de tráfego intracelular. 
No entanto, a utilização de vetores virais apresenta alguns aspectos relevantes 
como alto custo de produção, falta de especificidade nas células-alvo, 
preocupações com segurança que envolve risco potencial de imunogeneticidade 
limitam a utilização desses vetores (Jeong, Kim e Park, 2007). 
A outra alternativa é a utilização de sistemas não-virais, sendo estes 
normalmente formados pela presença de polímeros ou lipídeos de natureza 
catiônica, com capacidade de incorporação de DNA, normalmente através de 
interação eletrostática. Diferentes tipos de sistemas não virais são estudados:  
lipossomas catiônicos (Rosada et al., 2008; De La Torre et al., 2009; Balbino et al., 
2012; Rosada et al., 2012), nano/micropartículas poliméricas (Bivas-Benita et al., 
2004; Duceppe e Tabrizian, 2009; Needham et al., 2012), dendrímeros (Wang et al., 
2000), nanopartículas sólidas lipídicas (SLN) (De Jesus et al., 2013)  e peptídeos 
(Park et al., 2012).  
Vetores não-virais apresentam consideráveis vantagens em relação aos 
vetores virais devido à maior facilidade de produção, possibilidade de repetida 
administração no paciente e também aos materiais utilizados que em muitos casos 




são não-imunogênicos e apresentam menor toxicidade (Al-Dosari e Gao, 2009). 
Sendo assim, os vetores não-virais vêm sendo estudados com maior ênfase (Dokka 
& Rojanasakul, 2005). No entanto, a maior desvantagem deste tipo de sistema é a 
sua relativa ineficiência de transfecção se comparado aos vetores virais (Thomas e 
Klibanov, 2003; Al-Dosari e Gao, 2009).  
Na utilização de vetores não-virais diversas barreiras no organismo do 
paciente até a entrada no núcleo da célula são consideradas:  
Barreiras extracelulares: Inicialmente as primeiras limitações encontram-se 
fora das células-alvos, iniciando-se com os desafios físico-químicos, como ligação 
e condensação do DNA plasmidial e manutenção/estabilidade do complexo em 
solução, antes mesmo de ser aplicado no paciente. Em termos de aplicação intra-
venosa, eles devem se manter estáveis e sobreviverem na corrente sanguínea até 
sua penetração em vasos e tecidos e posterior ligação às células de interesse (Pack 
et al., 2005). 
Barreiras intracelulares: A partir da ligação dos complexos (polímeros 
catiônicos/DNA) na membrana celular, a principal rota de internalização do sistema 
polimérico nas células ocorre via endocitose. Uma vez neste ciclo, os poliplexos 
devem escapar dos lisossomos (vesículas ácidas que possuem enzimas que podem 
degradar os complexos) para alcançar o núcleo (Mukherjee, Ghosh e Maxfield, 
1997; Pack et al., 2005).  O sistema polimérico deve proteger o DNA para que não 
haja fragmentação até a chegada no núcleo (Mintzer e Simanek, 2008) e antes, 
para que ocorra a internalização, o poliplexo precisa atravessar a membrana 
nuclear. Em algum momento desse processo o DNA deve ser liberado da partícula, 
permitindo que, dentro do núcleo, ocorra o processo de transcrição (Pack et al., 
2005; Mintzer e Simanek, 2008). 
Dentre os sistemas não virais destacam-se as nanopartículas, obtidas a partir 
de polímeros catiônicos. Neste último caso, a literatura utiliza o termo poliplexo, para 
indicar a associação do DNA com um polímero catiônico (Forrest e Pack, 2002; 
Pack et al., 2005). A complexação do DNA com estes polímeros ocorre a partir de 
interações eletrostáticas entre o fosfato presente no esqueleto do DNA e os 
grupamentos amina das moléculas catiônicas, levando à neutralização das cargas 




e a compactação do fragmento de nucleotídeo (Mintzer e Simanek, 2008). O 
tamanho do poliplexo obtido tem se mostrado dependente da estrutura catiônica 
utilizada, no entanto condições de preparação como concentração do DNA, pH, tipo 
do meio e relação entre nitrogênio (quitosana) e fosfato (DNA) (relação N/P) 
também afetam o tamanho do complexo (Mintzer e Simanek, 2008).  
O termo nanopartícula pode incluir as nanocápsulas e nanoesferas, que se 
diferem de acordo com a composição e a forma estrutural. As nanocápsulas são 
estruturas formadas por um invólucro polimérico ao redor de um núcleo oleoso (isto 
quando disperso em fase aquosa), e o fármaco pode estar distribuído no núcleo 
e/ou adsorvido à parede polimérica.  Já as nanoesferas possuem uma matriz 
polimérica contínua onde o fármaco fica adsorvido ou retido na matriz (Schaffazick 
et al., 2003). 
Existem diversos tipos de sistemas poliméricos obtidos a partir de variados 
materiais, tais como: (i) Polietilenoamina (PEI), um dos mais eficientes polímeros 
estudados, devido à alta densidade de aminas ao longo de sua cadeia, possui 
facilidade de escapar de vesículas endossomais dentro das células pelo mecanismo 
de esponja de prótons (proton sponge) (Forrest et al., 2004) ; (ii) Polilisina (PLL) que 
possui excelente habilidade de complexar com o DNA e prevê uma proteção efetiva 
ao DNA do ataque de enzimas extracelulares, (Jeong, Kim e Park, 2007); (iii)  A 
quitosana que é um biopolímero que também vem sendo estudado extensivamente 
por apresentar características importantes, tais como: biocompatilidade, reduzida 
citotoxicidade se comparada a outros polímeros, baixa imunogeniticidade (Khatri et 
al., 2008; Jayakumar, R et al., 2010; Mao, Sun e Kissel, 2010).  
 
2.  Quitosana e Quitina 
 
Identificada em meados de 1884, a quitina que é um polissacarídeo natural 
é sintetizada por um grande número de organismos vivos e considerada o segundo 
polímero mais abundante no mundo após a celulose (Rinaudo, 2006; Dash et al., 
2011). Na natureza, a quitina está presente como componente estrutural do 
exoesqueleto de artrópodes e nas paredes celulares de fungos e leveduras (Rao e 
Sharma, 1997; Rinaudo, 2006). Através da desacetilação da quitina há a obtenção 




do polímero catiônico quitosana (Kumar et al., 2004; Rinaudo, 2006). Este 
biopolímero é metabolizado por algumas enzimas humanas, em especial a lisozima 
(usada na defesa do organismo contra patógenos) (Kean e Thanou, 2010; Dash et 
al., 2011; Kean e Thanou, 2011).  
De acordo com Aranaz et al. (2009), umas das maneiras de obtenção da 
quitosana é a partir do tratamento térmico da quitina em meio aquoso alcalino dando 
usualmente um grau parcial de desacetilação (abaixo de 30%) (Aranaz et al., 2009). 
É utilizado geralmente hidróxido de sódio ou hidróxido de potássio na concentração 
entre 30-50% (massa/volume) em temperatura de 100oC.  Existem dois métodos 
diferentes de desacetilação da quitina: desacetilação heterogênea da quitina sólida 
e desacetilação homogênea da quitina umedecida sob vácuo (por redução de 
pressão) em meio aquoso. Ambos os procedimentos envolvem utilização de solução 
concentrada alcalina e longo tempo de processamento. Na prática, o grau máximo 
de desacetilação obtido está entre 75%-85% (Aranaz et al., 2009).  
A estrutura da quitosana é formada basicamente de grupamentos D-
glucosamina e N-acetil-D-glucosamina que são unidos a partir de ligações (1,4) 
glicosídicas (Kumar et al., 2004; Raftery, O'brien e Cryan, 2013) de acordo com a 
Figura 2.1, onde predominam-se as unidades D-glucosamina. 
Biodegradabilidade, baixa toxicidade, biocompatibilidade e mucoadesividade 
((Chandy e Sharma, 1990; López-León et al., 2005; Dash et al., 2011) são 
vantagens biológicas da quitosana que vêm atraindo o interesse de muitos 
pesquisadores da área farmacêutica e biomédica. Além disso, sabe-se que a 
quitosana possui propriedade de abrir espaços entre as células epiteliais (Artursson 
et al., 1994; Fernandez-Urrusuno, R et al., 1999; Amidi et al., 2010). A 
mucoadesividade da quitosana e seus derivados catiônicos foi reconhecida por 
melhorar a adsorção de fármacos no organismo do paciente principalmente em 
valores de pH neutro (Rinaudo, 2006).   
Em termos de capacidade de ionização, o pKa global da quitosana é de 
aproximadamente 6,5 (Mao et al., 2001; Raftery, O'brien e Cryan, 2013). Em meio 
ácido esta molécula é solúvel na maioria dos ácidos orgânicos tais como: ácido 
fórmico, acético, tartárico, cítrico e glutâmico (Mao, Sun e Kissel, 2010). 





Figura 2. 1: Estrutura química da quitina e da quitosana. Adaptado de Amidi et al., 2010 
 
Nos últimos anos, a quitosana tem sido vastamente estudada na área médica 
e farmacêutica em diferentes aplicações: desenvolvimento de sistemas de liberação 
controlada de fármacos, vacinação e terapia gênica, engenharia de tecidos e 
cicatrização de feridas (Berger, Reist, Mayer, Felt e Gurny, 2004). Algumas das 
































Tabela 2. 1: Principais aplicações da quitosana em diversas áreas.  
Adaptado de  Rinaudo, 2006. 
Agricultura Mecanismo defensivo em plantas. 
 Estímulo de crescimento de plantas. 
 Revestimento de sementes para proteção contra geadas. 
 Liberação controlada de fertilizantes e nutrientes para o solo. 
Água e tratamento Floculante para clarificação de água (água potável, piscinas). 
de resíduos Remoção de íons metálicos. 
 Polímero ecológico (elimina polímeros sintéticos) 
 Redução de odores. 
Alimentos e bebidas Não digerível por humanos (fibra dietética). 
 Liga-se em lipídios (redução de colesterol). 
 Preservação de alimentos 
 Espessante e estabilizante para molhos. 
 
Revestimento de proteção contra fungos e bactérias para 
frutas. 
Cosméticos Mantém a hidratação da pele. 
 Tratamento contra acnes. 
 Melhora a maleabilidade dos cabelos. 
 Reduz a eletricidade estática dos cabelos. 
Biofarmacêuticos Imunológica e antitumoral. 
 Hemostática e anticoagulante. 
  Bacteriostático  
 
2.1. Partículas de quitosana 
 
Os princípios de formação das nanopartículas de quitosana podem ser 
associados aos princípios de formação de hidrogéis. Hidrogéis são definidos como 
redes macromoleculares umedecidas por água ou fluidos biológicos (Pepas, 1986; 
Berger et al., 2004). Em condições restritas de produção (concentração do polímero, 
concentração do agente reticulante e relação mássica entre polímero e agente 
reticulante) ocorre a formação destas redes, porém em escala nanométrica.  
Hidrogéis podem ser classificados como: 
Hidrogéis químicos: as principais interações são as ligações covalentes, 
porém outras interações são possíveis como ligações de hidrogênio e interações 
hidrofóbicas (Berger, Reist, Mayer, Felt, Peppas, et al., 2004). Para formação de 
hidrogéis é necessária a presença de agentes reticulantes (moléculas com pelo 
menos dois grupos funcionais reativos que permitem a formação de ligações com 
as cadeias do polímero) (Berger, Reist, Mayer, Felt e Gurny, 2004; Berger, Reist, 




Mayer, Felt, Peppas, et al., 2004). Neste caso os reticulantes mais utilizados são 
dialdeídos como o glioxal e o glutaraldeído que é o mais comum (Argüelles-Monal 
et al., 1998; Berger, Reist, Mayer, Felt e Gurny, 2004; Yang et al., 2005; Gupta e 
Jabrail, 2006). São também utilizados o ácido oxálico (Hamdine, Heuzey e Bégin, 
2006; Fadzallah et al., 2014) e também a genipina (Mi et al., 2001; Yuan et al., 
2007).   
Hidrogéis físicos: Obtidos a partir da reticulação iônica. Esta categoria pode 
ser dividida de acordo com o agente reticulante, porém a maioria das características 
são idênticas (Berger, Reist, Mayer, Felt, Peppas, et al., 2004). As interações iônicas 
entre as cargas positivas da quitosana e as cargas negativas do agente reticulante 
são as principais ligações de reticulação. Íons metálicos (Ng, Cheung e Mckay, 
2002), fosfato de cálcio (Zhang e Zhang, 2002), β-glicerol fosfato (Wang e 
Stegemann, 2010) e tripolifosfato de sódio (TPP) são exemplos de agentes 
reticulantes iônicos. Outros tipos de interações podem ser encontrados como 
interações hidrofóbicas e ligações de hidrogênio intercadeias (Berger, Reist, Mayer, 
Felt, Peppas, et al., 2004).  
 
2.2. Técnicas de produção de Nano/micropartículas de Quitosana 
 
Diversos métodos de produção de nanopartículas de quitosana são descritos 
na literatura e as principais técnicas serão descritas a seguir: 
Secagem por nebulização - Spray drying: Esta técnica é amplamente 
conhecida e é usada para produzir partículas em pó a partir de uma fase líquida. O 
processo pode ser basicamente definido como: o líquido de alimentação é 
atomizado criando um spray com finas gotículas que passam por uma câmara com 
ar aquecido na qual o solvente evapora resultado em partículas secas (Agnihotri, 
Mallikarjuna e Aminabhavi, 2004; Tewa-Tagne et al., 2007).  
O tamanho de partículas preparadas a partir desta técnica varia na escala 
micrométrica e possui uma distribuição estreita de tamanho (He, Davis e Illum, 
1999). 




Reticulação de emulsão: Inicialmente prepara-se uma emulsão água-em-
óleo (A/O). O fármaco pode estar disperso na solução aquosa de quitosana. As 
gotículas da quitosana em solução aquosa são suspensas na fase oleosa. A 
estabilização da solução ocorre na presença de tensoativos. A solução estabilizada 
liga-se com um agente reticulante (tripolifosfato de sódio ou glutaraldeído) para a 
formação da partícula. As partículas são lavadas com solvente para posterior 
secagem (Agnihotri, Mallikarjuna e Aminabhavi, 2004).  
Coacervação/precipitação: Neste processo ocorre a separação do 
polímero diluído da solução, coexistindo duas fases: uma fase rica em polímero e 
outra fase diluída praticamente livre do polímero (Peniche et al., 2003; Agnihotri, 
Mallikarjuna e Aminabhavi, 2004). Pode-se dividir a coacervação em simples e 
complexa. Na coacervação simples, o colóide hidrofílico é retirado da água pela 
adição de uma substância hidrofílica que compete com o colóide, assim como um 
sal ou álcool. A coacervação complexa é produzida pela mistura de dois 
polieletrólitos de cargas opostas. O polieletrólito complexo (também chamado de 
coacervado complexo) separa em fases rica de polímero e outra muito diluída 
(Peniche et al., 2003). 
Micelas Reversas: Neste método o tensoativo é dissolvido no solvente 
orgânico para formar micelas reversas que será posteriormente adicionada à 
solução aquosa de quitosana com o fármaco. A solução do agente reticulante é 
adicionada sob agitação constante. A quantidade de fármaco a ser utilizado 
depende das características do mesmo (Agnihotri, Mallikarjuna e Aminabhavi, 
2004). 
Gelificação ionotrópica: O princípio de formação de nano/micropartículas 
pela técnica de gelificação ionotrópica baseia-se na interação eletrostática da 
quitosana com eletrólitos de íons opostos (Agnihotri, Mallikarjuna e Aminabhavi, 
2004). Um poliânion bastante utilizado para reticular-se com a quitosana é o 
tripolifosfato de sódio (TPP) (Kawashima et al., 1985; Shu e Zhu, 2000; Agnihotri, 
Mallikarjuna e Aminabhavi, 2004). Esta é uma técnica que possui a vantagem de 
dispensar a utilização de solventes orgânicos e desperta interesse de muitos 
pesquisadores de diversas áreas.  




2.3.  Nanopartículas de quitosana e tripolifosfato de sódio 
 
Em geral, a natureza catiônica da quitosana faz com que este biopolímero 
seja utilizado na associação eletrostática direta com o DNA, gerando poliplexos 
muito estáveis (De La Fuente, M., Seijo, B. e Alonso, M., 2008; Khatri et al., 2008; 
Duceppe e Tabrizian, 2009). Apesar de ser um processo relativamente fácil, a 
reticulação direta da quitosana com o DNA apresenta algumas limitações, tais 
como: dificuldade de dissociação, dissociação dos complexos na presença de 
poliânions, formação de complexos com morfologia não definida, limitada 
capacidade de co-encapsulação de outras moléculas, como por exemplo, proteínas 
para melhorar a internalização e o tráfego intracelular do DNA (Csaba, Köping-
Höggård e Alonso, 2009).  
Uma alternativa para superar tais problemas é a reticulação da quitosana 
com o poliânion tripolifosfato de sódio (TPP). O processo de associação do DNA às 
nanopartículas de CHI/TPP frente ao método direto de associação ocorre não só 
pela reticulação eletrostática entre a CHI e o DNA, mas também pelo processo de 
entrada física do DNA na matriz CHI/TPP (Csaba, Köping-Höggård e Alonso, 2009).  
Além disso, as propriedades das partículas geradas podem ser moduladas 
pela utilização de quitosana de diferentes massas moleculares (Calvo et al., 1997; 
Fernandez-Urrusuno, R. et al., 1999), pela incorporação de diferentes polímeros 
como o ácido hialurônico (HA) e ciclodextrinas (Calvo et al., 1997; De La Fuente, 
M., Seijo, B. e Alonso, M. J., 2008)  ou utilizando diferentes derivados da quitosana 
(Csaba et al., 2004; Csaba, Garcia-Fuentes e Alonso, 2009).  
 
2.4. Fatores que influenciam a eficiência de transfecção de poliplexos (DNA-
CHI/TPP ou DNA-CHI) 
 
A quitosana exibe inúmeras vantagens em relação a sua utilização em 
sistemas nanoparticulados para vacinação e terapia gênica. No entanto diversos 
fatores podem influenciar a estabilidade e aplicação biológica destes poliplexos. 




A eficiência da transfecção de complexos de quitosana com o DNA é 
dependente do pH do meio de cultura, devido a densidade de cargas da quitosana 
que é dependente do pH. O grau de protonação da quitosana em pH entre 5,5-5,7 
é de aproximadamente 90% enquanto que em pH neutro esse valor é reduzido, pois 
as cargas positivas da quitosana estão sendo neutralizadas (Mao et al., 2001; Mao, 
Sun e Kissel, 2010). 
A capacidade de complexação do DNA em quitosana aumenta em pH´s 
menores devido a facilidade das aminas protonadas ligarem-se ao DNA carregado 
negativamente, gerando complexos estáveis e pequenos. É possível obter um 
balanço adequado entre a associação e posterior dissociação do DNA em um pH 
ligeiramente inferior a 7(Mao, Sun e Kissel, 2010). 
O grau de desacetilação quantifica o número de grupamentos amina ao longo 
da cadeia de quitosana, determinando a carga superficial positiva do polímero 
quando dissolvido em meio ácido e este fator influencia a solubilidade, cristalinidade 
e degradação da quitosana (Mao, Sun e Kissel, 2010). 
Kiang et al. (2004) demonstraram como o grau de desacetilação influencia a 
formação do complexo CHI/DNA, a entrega do DNA e o resultado da expressão do 
gene in vitro e in vivo. Além disso, concluíram que a massa molar também influencia 
a eficiência de ligação da quitosana com o DNA (Kiang et al., 2004). 
A influência do grau de desacetilação na complexação com o DNA está 
relacionada ao impedimento estérico. Baixos graus de desacetilação indicam um 
maior número de grupamentos N-acetil na cadeia de quitosana, diminuindo assim a 
possibilidade de ligação com o DNA. Além disso, também ocorre uma diminuição 
na expressão de genes na célula devido à instabilidade da partícula em proteínas 
do soro. Em contrapartida observou-se efeito contrário para estudos in vitro, onde a 
degradação da quitosana contribuiu para o aumento da expressão da proteína 
Luciferase (Kiang et al., 2004; Mao, Sun e Kissel, 2010). 
A massa molar do polímero é um fator importante, pois exerce grande 
influência no tamanho de partículas, estabilidade do complexo/DNA, eficiência de 
entrega na célula, dissociação do DNA com o complexo depois da endocitose e 
também eficiência de transfecção (Mao, Sun e Kissel, 2010). Estudos realizados 




demonstraram uma diminuição na eficiência de transfecção para menores massas 
molares (Huang et al., 2005; Liu et al., 2008; Duceppe e Tabrizian, 2009). 
Na comparação de quitosana com duas massas molares diferentes (alta e 
baixa), para realizar a complexação do DNA em uma dada relação mássica existe 
a necessidade de uma quantidade maior de cadeias de quitosana de baixa massa 
molar para completar a relação nitrogênio/fosfato (N/P) desejada (Kiang et al., 2004; 
Mao, Sun e Kissel, 2010). 
Uma abordagem realizada para melhorar a transfecção de sistemas 
nanoparticulados obtidos a partir de quitosana de baixa massa molar é a associação 
de biopolímeros aniônicos, tais como o alginato e o ácido hialurônico (Duceppe e 
Tabrizian, 2009). 
 
3.  Microfluídica 
 
Define-se a microfluídica como sendo um campo multidisciplinar em que 
pequenas quantidades de fluidos são processadas (10-9 a 10-18 litros), permitindo o 
controle das concentrações de diferentes moléculas no espaço e no tempo 
(Whitesides, 2006). Além de pequenas dimensões e quantidade de fluidos, a 
microfluídica explora características hidrodinâmicas para organizar no espaço e no 
tempo fluxos de fluidos como reagentes químicos, células, lipídios, ácidos nucléicos 
(Draghiciu et al., 2010; Kurita et al., 2010; Reiner et al., 2010; Baek et al., 2011; 
Yamashita et al., 2011).Os dispositivos micrométricos projetados para realizar 
tarefas específicas têm demonstrado superioridade sobre seus análogos em 
macroescala (Lutz, Chen e Schwartz, 2003) e em muitos casos, aplicações que não 
seriam possíveis na macroescala (Sackmann, Fulton e Beebe, 2014). 
A tecnologia em microescala nasceu com o desenvolvimento da 
microeletrônica para a produção de pequenos dispositivos de silício. Esta técnica 
foi também utilizada para a fabricação de dispositivos mecânicos, sistemas 
microeletrônicos e mais recentemente, em ciências médicas e da vida, conhecidos 
como sistemas microeletromecânicos biológicos (em inglês BioMEMS).  Na década 
de 80, esta tecnologia foi adaptada para criar sistemas miniaturizados de sensores 




de fluxo, microbombas e microválvulas marcando assim na década de 1980 o início 
da microfluídica (Addae-Mensah et al., 2010; Nguyen e Szoka, 2012). 
Os sistemas microfluídicos operam em regime de escoamento laminar e 
possuem uma razão área/volume muitas vezes maior que outros sistemas, o que 
lhes conferem propriedades únicas de transporte. As especificidades destes 
sistemas conferem diversas vantagens em relação aos sistemas fluídicos 
convencionais, tais como: tamanho mínimo de dispositivos; menor consumo de 
reagente; controle preciso de fenômenos de transferência de calor e massa; 
escoamento estritamente laminar; reações muito mais rápidas; baixo consumo e 
dissipação de energia; baixo custo relativo de produção por dispositivo (Li, 2008). 
No campo da engenharia química moderna, a microfluídica tem se destacado, pois 
se insere na perspectiva de intensificação de processos, onde as inovações buscam 
reduzir o tamanho da planta e consumo de energia em várias ordens de grandeza 
para determinados fins. A intensificação de processos visa desenvolver tecnologias 
que também reduzam substancialmente a produção de resíduos, a razão tamanho 
de equipamento/capacidade de produção, e que sejam mais eficientes 
energeticamente, o que resultará em tecnologias sustentáveis e mais baratas  (Van 
Gerven e Stankiewicz, 2009; Spoorthi et al., 2011).  
O aumento de produção dos processos microfluídicos ocorre em termos de 
amplificação de processos, isto é, os dispositivos não são alterados em suas 
dimensões, mas sim, montados em paralelo de forma a se elevar a produção. 
Assim, os dispositivos são portáteis, possuem elevada superfície de contato entre 
os fluidos em relação ao volume, permitindo também o emprego de  dispositivos 
descartáveis (Terray, Oakey e Marr, 2002; Jahn et al., 2008).  
A microfluídica é uma ferramenta prática que possibilita avanços em relação 
às tecnologias já existentes em macroescalas possibilitando assim a obtenção de 
dados em tempo real, permitindo melhores. De acordo com a aplicação, torna-se 
necessário o desenvolvimento de projetos de dispositivos com geometrias 
específicas e os mesmos podem ser produzidos em diferentes formatos e materiais 
(Whitesides, 2006; Sato e Kitamori, 2010).  




Na biotecnologia, tais dispositivos podem ser aplicados no desenvolvimento 
de biorreatores enzimáticos e microbianos e processos de separação (Bettinger e 
Borenstein, 2010; Lo et al., 2010; Debus, Beck-Broichsitter e Kissel, 2012). Uma 
área com potencial de aplicação da microfluídica é a produção de nanopartículas, 
pois em muitos casos não é necessário realizar etapas posteriores de redução e 
homogeneização do tamanho. Além disso, novas perspectivas de medicina 
personalizada (atende as características individuais do paciente) podem ser 
vislumbradas destacando-se a terapia/vacinação gênica. Em aplicações como estas 
pode-se reduzir a quantidade de compostos degradados realizando a produção dos 
sistemas no momento do uso (“point of care”).  
Atualmente, um grande desafio tecnológico é a produção de micro e 
nanopartículas poliméricas, mais especificamente de quitosana, em sistemas 
microfluídicos. Neste contexto, a microfluídica emerge como tecnologia promissora 
no desenvolvimento de processos para a produção de nanopartículas de quitosana. 
 
3.1.  Sistemas microfluídicos para produção de nano e micropartículas 
poliméricas de quitosana e sua complexação com ácidos nucléicos 
 
Tecnologias de microfabricação podem ser utilizadas na produção de 
nanopartículas (Wagner et al., 2002; Jahn et al., 2004; Jahn et al., 2007). Devido à 
flexibilidade desses dispositivos em operar com diferentes materiais, nanopartículas 
obtidas por síntese, formação ou auto-agregação em microcanais são reportadas 
na literatura, como niosomas, emulsões, nanocristais, partículas de PLGA e 
lipossomas (Perro et al., 2010; Zhao et al., 2010). Recentemente, nosso grupo de 
pesquisa (Balbino et al., 2013; Balbino, Azzoni e De La Torre, 2013) mostrou a 
viabilidade do uso de técnicas microfluídicas para a produção de lipossomas 
catiônicos e seus complexos com DNA em sistema microfluídico e sua capacidade 
de transfectar in vitro células HeLa. 
No entanto, estudos envolvendo a produção de nanopartículas de quitosana 
em microcanais são recentes e grandes esforços ainda são necessários para o 
entendimento dos fatores que influenciam estes processos. Os processos descritos 




na literatura envolvendo microfluídica e nano/micropartículas de quitosana abordam 
estratégias que se baseiam na operação em regime contínuo ou na geração de 
gotas como descrito a seguir. 
 
- Sistemas microfluídicos para a formação de nanopartículas poliméricas de 
quitosana a partir da operação em regime contínuo: 
Recentemente, a focalização hidrodinâmica em fluxo contínuo em uma fase 
foi estudada para a formação de nanopartículas de quitosana e reticulada com 
adenosina trifosfato (ATP) (Majedi et al., 2012). Neste caso, uma corrente central 
contendo a quitosana foi fluidodinamicamente comprimida por duas correntes 
laterais aquosas contendo ATP, em dispositivo microfluídico (Figura 2.2).   
 
 
Figura 2. 2: Dispositivo de focalização hidrodinâmica para o processo de formação de 
nanopartículas de quitosana e ATP (Adaptado de Majedi et al., 2012). 
 
Outra alternativa apresentada na literatura é a produção de nanopartículas 
auto agregáveis formadas a partir de quitosana modificada quimicamente e 









Figura 2. 3: Concepção do dispositivo utilizando de focalização hidrodinâmica para 
produção de nanopartículas de quitosana hidrofobicamente modificadas  
(Adaptado de Majedi et al., 2013). 
 
Neste caso, a variação do pH permite que esta molécula se auto agregue (pH 
7,4). Os autores utilizaram um dispositivo baseado na focalização hidrodinâmica 
(Figura 2.3) que possuía na entrada central a fase aquosa contendo a quitosana 
hidrofobicamente modificada e nas outras duas entradas laterais utilizou-se água 
em pH básico para que ocorresse a formação de partículas pelo aumento de pH.   
 
- Sistemas microfluídicos para a formação de nanopartículas poliméricas a 
partir da geração de gotas: 
O processo de geração de gotas a partir de sistemas microfluídicos tem 
chamado atenção de muitos pesquisadores da área química e biológica (Tan et al., 
2004). Nos processos de geração de gotas é importante considerar o conceito de 
emulsão. Emulsão é um sistema coloidal metaestável (Bibette, J., Calderon, F. L. e 
Poulin, P., 1999) composto por dois líquidos imiscíveis, em que existe uma única 
fase contínua e uma fase imíscivel dispersa (no formato de gotas) (Bibette, J, 
Calderon, F Leal e Poulin, P, 1999; Umbanhowar, Prasad e Weitz, 2000; Solvas e 
Demello, 2011). O emprego de tensoativos é fundamental para a estabilização das 
gotas. 




A grande maioria das publicações recentes reporta a produção de partículas 
em sistema de gotas apenas em tamanho de escala micrométrica (Yang et al., 2007, 
Yeh et al., 2010). O princípio de geração de gotas é normalmente utilizado em 
microfluídica para a formação de partículas de hidrogéis (quitosana, alginato), 
investigando principalmente a injeção cruzada de uma corrente central aquosa que 
contém o biopolímero e duas correntes laterais contendo a fase oleosa. O controle 
das vazões permite a formação de gotas aquosas na corrente oleosa 
(emulsificação) e em seguida, como segunda etapa, esta mistura é coletada em um 
reator contendo o agente reticulante em fase aquosa, para permitir a reticulação. 
Este processo requer uma terceira etapa de remoção do óleo. 
Uma metodologia alternativa frente aos processos convencionais citados 
anteriormente é a chamada emulsão temporária. Neste processo, gotas de água 
contendo o polímero (neste caso o alginato de sódio) são geradas em um 




Figura 2. 4:Diagrama esquemático para a produção de micropartículas de alginato de sódio 
(NaA)  para a produção de micropartículas de quitosana em sistema microfluídico (Adaptado 
de Sugaya et al., 2011). 
 
À medida que a água dissolve (lentamente) na fase orgânica, há uma 
diminuição do tamanho das gotas contendo o polímero permitindo, em seguida, a 
adição em linha do agente reticulante (neste caso íons Ca2+). A Figura 2.4 apresenta 




um diagrama esquemático do princípio desta técnica. Segundo os autores, 
micropartículas extremamente homogêneas podem ser obtidas. 
Ressalta-se a necessidade de estudo de processos microfluídicos para a 
formação de nanopartículas CHI/TPP visto que não encontra-se na literatura 
nenhum trabalho. 
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Abstract 
Chitosan (CHI)/pentasodium tripolyphosphate (TPP) nanoparticles have been 
studied extensively for biomedical applications. However, these studies do not 
attempt to develop a scalable and reproducible process. In this study, we 
investigated the production of CHI/TPP nanoparticles using a high concentration (5 
mg/mL) of chitosan at three different pHs (4, 5 and 5.5) in a scalable batch process 
using tank reactor with baffles and a cowles impeller. The smallest size was obtained 
when the pH was 4, but the polydispersity index (PDI) was the highest; the opposite 
behavior was observed at pH 5.5. CHI/TPP nanoparticles were also studied in terms 
of physico-chemical stability in two extreme situations: increasing the pH of the 
CHI/TPP nanoparticles to 7 and adding nanoparticles to PBS buffer (pH 7.4). In both 
cases, the buffer conditions modulated the nanoparticle properties and time was also 
an important parameter. Plasmid pVAX1Luc was used for incorporation into 
CHI/TPP nanoparticles (CHI:TPP 5.8:1 m/m) at 10 and 20% DNA/CHI w/w. The final 
DNA-loaded nanoparticles ranged in size from 142 to 248 nm and 190 to 254 nm for 
10 and 20% DNA, respectively. The final physico-chemical properties and process 
differences in CHI/TPP nanoparticle production have a small influence on in vitro 
transfection studies
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Chitosan (CHI) is a semi synthetic cationic polysaccharide derived from 
natural chitin (Agnihotri, Mallikarjuna e Aminabhavi, 2004; Rinaudo, 2006), and its 
use has extended from water and waste treatment to agriculture, cosmetics and 
pharmaceutical and biomedical applications (Kumar, 2000; Rinaudo, 2006). In 
biomedical applications, the use of chitosan has been studied for gene therapy 
against cancer (Li, Li e Keates, 2012) and gene-related disorders (Jeong, Kim e 
Park, 2007), among many others. Nucleic acids can be used to modulate cellular 
functions by blocking the induction of a specific gene or by editing undesirable 
genomic mutations (Jeong, Kim e Park, 2007). The success of this technique 
depends on the introduction of nucleic acids (plasmid DNA, different types of RNAs) 
into targeted cells, a process called transfection. If plasmid DNA is used, it is 
necessary that this gene material reach the cell’s nucleus in which it is transcribed. 
The coding gene is then translated to protein, which is then expressed from the cell 
(Raftery, O'brien e Cryan, 2013).  
  However, because nucleic acids are anionic to interact with cells 
membranes (also anionic) and susceptive to extracellular media (Grigsby e Leong, 
2010), the development of non-viral vectors is an approach that could potentially 
increase the transfection and expression levels and hence increase efficiencies in 
future in vivo treatments. In this context, chitosan is considered a promising strategy 
due to its low toxicity (Huang et al., 2005), cationic characteristics (Huang et al., 
2005), mucoadhesive properties (Amidi et al., 2010) and biodegradability (Madihally 
e Matthew, 1999; Ravi Kumar, 2000; Mao et al., 2001; Raftery, O'brien e Cryan, 
2013). Additionally, chitosan is capable of opening tight junctions between epithelial 
cells (Artursson et al., 1994; Fernandez-Urrusuno et al., 1999; Amidi et al., 2010).  
CHI can be used in different nanostructures in gene therapy because it can be 
directly combined with nucleic acids to form complexes (Roy et al., 1999; Mao et al., 




2001; Corsi et al., 2003; Lavertu et al., 2006)  or to form nanoparticles or nanogels 
before nucleic acid incorporation/complexation (De La Fuente, Seijo e Alonso, 
2008a). In the latter case, hyaluronic acid (HA) (De La Fuente, Seijo e Alonso, 
2008a; b) or pentasodium tripolyphosphate (TPP) can be used (Anal, Stevens e 
Remuñán-López, 2006; Csaba, Köping-Höggård e Alonso, 2009; Fan et al., 2012) . 
Lavertu et al.(Lavertu et al., 2006) observed the influence of both molecular 
weight   and deacetylation degree (DD)  of CHI in in vitro HEK 293 transfections 
using complexes formed by direct complexation. According to the authors, for high-
molecular-weight CHI, the transfection is favored when DD is low. For low-molecular-
weight CHI, the transfection is improved with high DD. The authors concluded that 
the complexes must reach a balance between the stability of the complex and the 
intracellular unpacking. Csaba and co-workers (Csaba, Köping-Höggård e Alonso, 
2009) studied CHI nanoparticles production cross-linked with (TPP) for 
oligonucleotide and plasmid DNA delivery. The difference between high and low 
molecular weight CHI in gene expression levels in HEK 293 cells was evaluated. 
According to the authors, the use of a cross-linker before the DNA association into 
CHI is not only driven by an electrostatic reaction but also by DNA entrapment 
through the CHI/TPP system (Csaba, Köping-Höggård e Alonso, 2009).  
In addition to the investigations into CHI molecular weight and DD, many 
production methods, such as ionic gelation (Anal, Stevens e Remuñán-López, 2006; 
Csaba, Köping-Höggård e Alonso, 2009; Nasti et al., 2009; Fan et al., 2012), simple 
and complex coacervation (Gupta e Kumar, 2001; Mao et al., 2001; Peniche et al., 
2003; Agnihotri, Mallikarjuna e Aminabhavi, 2004; Espinosa-Andrews et al., 2007; 
Deveci e Basal, 2009)and reverse micellar method (Mitra et al., 2001; Banerjee et 
al., 2002; Agnihotri, Mallikarjuna e Aminabhavi, 2004)  have been proposed to 
achieve chitosan nanogels/nanoparticles with desired characteristics in terms of 
size, chemical and thermal stability of the encapsulated agent, toxicity and 
reproducible release profile (Agnihotri, Mallikarjuna e Aminabhavi, 2004) In recent 
years, microfluidic techniques have emerged as a new technology in the field of 
polymeric nanoparticle production, especially using chitosan (Yang, Huang e Chang, 
2007; Majedi et al., 2012; Majedi et al., 2013).  However, to the best of our 




knowledge, most studies that have investigated the influence of different parameters 
on CHI/TPP nanoparticles have typically employed only laboratory-scale equipment, 
including manual mixing and vortexing (Csaba, Köping-Höggård e Alonso, 2009; 
Kaloti e Bohidar, 2010; Fan et al., 2012; Mattu, Li e Ciardelli, 2013) , and used CHI 
solution at a low concentration, usually ranging from 0.5 mg/mL (Fan et al., 2012) to 
2 mg/mL (Mattu, Li e Ciardelli, 2013). These studies are important to improve our 
understanding of the mechanism of nanoparticles formation; however, they hinder 
the development of scalable processes for future in vivo applications that require 
large volumes of production and high CHI and nucleic acid concentrations.  
In this context, we hypothesized that with the improvement of mixture 
conditions, CHI/TPP nanoparticles could be prepared in a reproducible process. We 
developed a simple system using a tank reactor with baffles and cowles impeller, 
easy to scale-up and useful for nanoparticles production, and explored the 
production of these nanoparticles at high CHI concentration. We also investigated 
the effect of CHI solution at different pHs. The CHI/TPP nanoparticles were 
evaluated in terms of size, polydispersity index (PDI), zeta potential, and morphology 
and physico-chemical stability in water and PBS buffer. The particles were finally 
evaluated for their ability to transfect in vitro HeLa cells. This study contributes to the 
development of scalable processes for CHI/TPP nanoparticles production and 
specifically for gene delivery applications. 
 
2.  Materials and Methods 
2.1.  Materials  
 
Chitosan (CHI) with a medium molecular weight (296 kDa) and a 
deacetylation degree of 82% was purchased from Polymar (Fortaleza, CE, Brazil). 
Pentasodium tripolyphosphate (TPP) was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, 
MO, USA). We used the plasmid pVAX1 encoding luciferase as gene reporter which 
is a modified version of pVAX1-GFP (Balbino et al., 2012; Toledo et al., 2012). 
Briefly, the sequence encoding Luciferase protein was removed from the pGL3-Luc 
control vector using the XbaI and EcoRI restriction endonucleases. The procedure 




to insert LUC in the vector pVAX1 was similar, replacing the GFP gene. The vector 
was named  pVAX-Luc (Balbino et al., 2012). The use of pVAX1Luc allows easy 
access to the ability of CHI/TPP nanoparticles to delivery this nucleic acid. 
 
2.2. Methods  
2.2.1. Purification of pVAX1Luc Plasmid  
 
The plasmid amplification and purification was performed according to 
Balbino et al. (Balbino et al., 2012). Escherichia coli bacteria were used to amplify 
the PVAX1-Luc. The purification was carried out by using the PureLink™ HiPure 
Plasmid DNA Purification Kit-Maxiprep K2100-07 (Invitrogen, Maryland, USA). The 
final plasmid concentration was determined by using Nanodrop UV 
spectrophotometer (PeqLab, Erlangen, Germany) at 260 nm (A260). The plasmid 
purification was accepted for further use when the A260 nm/A280 nm ratio was 
higher than 1.8. 
 
2.2.2. Chitosan Purification 
 
Chitosan was initially solubilized by adding 0.2 g/mL CHI in acetic acid 
solution (0.75 ml/100 ml) and kept under magnetic stirring for 24 hours. The 
purification was performed according to the protocol of Nasti et al.(Nasti et al., 2009) 
with slight modifications. Briefly, the solution was boiled for 15 minutes in order to 
denature and precipitate any protein contaminant. Next, the pH was corrected to 9 
with sodium hydroxide (1N) to precipitate the chitosan from the aqueous phase. The 
precipitate was centrifuged at 1403 x g at 25 °C. The precipitated chitosan was re-
dispersed in water (pH 9) and centrifuged twice. This procedure was repeated with 
Milli Q water until the pH reached the values of pure water. Purified chitosan was 
lyophilized for storage. The storage was at room temperature and the yield of the 








2.2.3. Preparation of CHI/TPP nanoparticles  
 
We used the ionotropic gelation method to prepare the chitosan nanoparticles 
as previously reported by Calvo et al. (Calvo et al., 1997). Purified CHI was dissolved 
in acetic acid solution   (0.75 ml / 100 ml) to obtain a CHI concentration of 5 mg ml-
1 and an approximate pH of 4.0. The pH of different chitosan solutions was adjusted 
to 5.0 and 5.5 by adding 1 M NaOH. Pentasodium tripolyphosphate (TPP) was 
dissolved in water at 2 mg ml-1. The CHI solutions (15 mL) were added to a 
cylindrical tank reactor (Figure 2A) with an internal diameter of 3.5 cm and height of 
5.0 cm with baffles (four baffles, 10% internal diameter) and stirred at 1000 rpm using 
cowles impeller (diameter 2.1 cm) for turbulent mixing (Reynolds number 7400) 
(Doran, 1995). TPP was slowly manually added (using micropipette) to the chitosan 
solution in the reactor. CHI nanoparticles were produced with the initial CHI solution 
at three different pH values (4.0; 5.0; 5.5). All data were collected in three 
independent experiments for each pH. During the production process, an aliquot was 
used to measure physico-chemical properties for different TPP amounts added and 
then delivered back to the reactor tank.  
 
2.2.4. Preparation of PVAX1-Luc-CHI/TPP nanoparticles  
 
CHI/TPP nanoparticles (CHI:TPP = 5.8 mass ratio) with a CHI concentration 
of 833 µg mL-1 were added to test tubes and maintained under slight mixing. PVAX1-
Luc (330 µg / mL) in water was added to the CHI/TPP nanoparticles at 10 and 20% 
to the weight of chitosan used in the system (DNA / CHI % w / w) (De La Fuente, 
Seijo e Alonso, 2008b). The dispersion was vortexed for 1 minute at 25 °C and saved 









2.3.  CHI/TPP and PVAX1-Luc-CHI/TPP nanoparticle physico-chemical 
characterization 
2.3.1. Average hydrodynamic diameter and polydispersity index 
 
A Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, WORCS, UK) was used to 
measure the average hydrodynamic diameter and size distribution by dynamic light 
scattering (DLS) or photon correlation spectroscopy (PCS) techniques. The 
measurements were carried out using a He-Ne laser at 633 nm and 4.0 mW power, 
with a backscattering detection angle of 173 o. The average hydrodynamic diameter 
was based on the mean diameter weighted by the number size distribution. The 
polydispersity index (PDI) was also calculated from cumulant analysis of the 
measured DLS intensity autocorrelation function (a dimensionless number that 
ranges from 0 to 1). The diameter and PDI of particle sizes were estimated via 
CONTIN algorithm (or also called non-negative least squares – NNLS) analysis 
through inverse Laplace Transformation of the autocorrelation function. 
Measurement of the average hydrodynamic diameter (1 mL of sample in the cuvette) 
and zeta potential (≈ 0.8 mL is sufficient in the cuvette) was carried in two different 
situations: (i) During CHI/TPP nanoparticles production at CHI concentration of 5 
mg.mL-1 and DNA loading and stability tests. CHI/TPP nanoparticles were diluted to 
the same concentration used for the transfection studies (CHI at 833 µg.mL-1). For 
DNA loading, samples were analyzed only after 1 h of incubation. 
 
2.3.2.  Zeta potential 
 
The zeta potential was measured by applying an electric field across the 
samples, and the value of the zeta potential was obtained by measuring the velocity 
of the electrophoretic mobility of the particles using the laser Doppler anemometry 
technique. The measurements were performed three times for each sample at 25°C 
using a Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, WORCS, UK) in water.  
 
 






The morphology of the CHI/TPP nanoparticles was evaluated by transmission 
electron microscopy (TEM) and the negative staining method. Each sample was 
diluted to 1000 times and then a drop was added to the Carbon-coated 200 mesh 
copper grids with collodion (parloidin with cellulose acetate) film for 5 minutes at 
room temperature and blotted. The staining was performed with uranyl acetate 
solution 1 % (w / v) for 1 minute and the excess was blotted. A Carl Zeiss CEM 902 
microscope (Zeiss, Jena, Germany), equipped with a Castaing–Henry–Ottensmeyer 
energy filter was used. The images were obtained using a CCD camera (Proscan).  
 
2.3.4.  Stability of CHI/TPP nanoparticles in water and PBS buffer 
 
CHI/TPP nanoparticles prepared as described before were evaluated in terms 
of stability. The nanoparticles were diluted in water (pH 7) or PBS buffer (pH 7.4) 
with a CHI concentration of 833 µg . mL-1.  The nanoparticles were added to a stirred 
tank at 37 °C under stirring at 200 rpm using a cowles impeller. We evaluated the 
average diameter, PDI and zeta potential for a period of 4 hours. 
 
2.4.  Characterization of PVAX1-Luc-CHI/TPP nanoparticle  
2.4.1. Gel retardation assay  
 
Agarose gel electrophoresis was used to investigate the DNA incorporation 
into the CHI/TPP nanoparticles. The samples contained 1 µg of pDNA, and varying 
weights of CHI/TPP nanoparticles (in different DNA / CHI % w/w) were 
electrophoresed in 0.8% agarose gel (gels were prepared with TAE buffer solution 
1X - 40 mM TRI-acetate buffer and 1 mM EDTA) for 3 hours at 60 V. The gels were 
stained in ethidium bromide solution (0.5 µg / mL) for 20 minutes. The EtBr-DNA 








2.4.2. In vitro Transfection HeLa cells  
 
The pVax-Luc-CHI/TPP nanoparticles were evaluated in vitro in human 
epithelial carcinoma cells (HeLa cells) according to method described by Toledo et 
al. (2012) and Balbino et al. (2012) (Balbino et al., 2012; Toledo et al., 2012). First, 
cells were cultured in 75 cm2 flasks with F-12 (Ham) nutrient mixture (Gibco, UK) 
containing 10% (v / v) fetal bovine serum (FBS) (Gibco, UK) and supplemented with 
non-essential amino acids (Gibco, UK), gentamicin (Gibco, UK), sodium pyruvate 
(Gibco, UK), and an antibiotic-antimycotic solution (Gibco, UK).  The cells were 
incubated in a humidified environment at 37 °C and in 5% CO2. After reaching 
confluence, the cells were trypsinized and seeded on to 24-well culture plates (5x104 
cells per well). Next, the cells were incubated for 48 h and transfected with pVAX-
LUC-/CHI-TPP nanoparticles (10 or 20 % DNA/CHI w/w) by adding 0.8 µg of DNA 
per well. Transfections were carried out using the commercial transfection reagent 
Lipofectamine 2000® (Invitrogen, CA, USA) as a positive control.  Naked DNA was 
used as a negative control. After 4 hours the medium was removed and the cells 
were washed using PBS and lysed. Luciferase activity was determined according 
the Promega Luciferase Assay protocol. The Relative Light Units (RLUs) were 
measured with a chemiluminometer (Lumat LB9507, EG&G Berthold, Germany). 
The total protein was evaluated using BCA protein assay kit (Pierce), and the 
luciferase activity was expressed as RLU/mg protein. 
 
3.  Results and discussion 
3.1. Production of CHI/TPP nanoparticles in batch reactor - effect of chitosan 
pH   
3.1.1. Physico-Chemical Characterization of CHI/TPP nanoparticles 
 
We investigated the effect of three different pHs (4.0, 5.0 and 5.5) of chitosan 
solution prior to carrying out the ionotropic reaction with TPP to produce CHI/TPP 
nanoparticles. We designed a tank reactor with baffles and a cowles impeller (for 
turbulent mixing), with dimensions that can be easily scaled for higher productions 




(Figure 3.2A). Physico-chemical parameters, such as average diameter, PDI and 
zeta potential, were evaluated as a function of CHI/TPP mass ratio, as presented in 
Figure 3.1. Figure 3.1A shows that the average diameter of the nanoparticles is 
dependent on the chitosan pH. For the range of pH values studied, larger 
nanoparticles were produced using pH 5.5 for the most CHI/TPP mass ratio; 
however, the particle size was also dependent on the CHI/TPP mass ratio. The 
difference between pH’s were more visible when we compare pH 4 with pH 5.5.  
At a pH of 5.5, the increase in CHI/TPP mass ratio from 4 to 8 resulted in an 
increase in the average diameter, from 300 to 600 nm. However, no significant 
differences were found in the particle diameter for the chitosan at pH 4 and 5, 
especially at CHI/TPP mass ratios between 4 and 6 (Figure 3.1A). At these pH 
values (4 and 5), nanoparticles size was smaller (approx. 150 nm) than nanoparticles 
produced with chitosan at a pH of 5.5 (approx. 300 nm). It is reported that the 
CHI/TPP gelification reaction occurs in a manner such that the final average 
diameter is dependent on the CHI/TPP mass ratio (Calvo et al., 1997). Generally, 
when TPP is added to a CHI solution, a progressive decrease in hydrodynamic 
diameter can be observed, demonstrating the beginning of interaction between the 
polymer and the cross-linker; increasing the amount of TPP causes the formation of 
nanoparticles. At high TPP levels, there is formation of microparticles. In our case, 
because we are focused on gene delivery applications, particles at the nanoscale 
range are the one that produce better cellular uptake (Wiewrodt et al., 2002; Panyam 
e Labhasetwar, 2003; Rejman et al., 2004). 
In all of the cases studied here, CHI/TPP nanoparticles presented a positive 
zeta potential (Figure 3.1C) that can be attributed to the presence of chitosan amino 
groups not linked with TPP which is a common characteristic in CHI/TPP 
nanoparticles (Lee, Powers e Baney, 2004). In terms of zeta potential, we can 
assume that the positive values make these particles suitable for gene delivery 
applications considering the electrostatic interaction between negative membrane 
cells and cationic non-viral vectors (De La Fuente, Seijo e Alonso, 2008b). We also 
observed a decrease in zeta potential when the CHI/TPP mass ratio is decreased 




(Figure 3.1C) at all pH values, confirming the ionotropic reaction. As expected, zeta 
potential values are higher at low pH. 
Surprisingly, nanoparticles produced with chitosan at the highest pH (5.5) 
presented the lowest PDI (approximately 0.3 at a CHI/TPP mass ratio ranging from 
5.8 to 10) (Figure 3.1B). The lowest pH (4) presented the highest PDI. At all pH 
values, increasing the CHI/TPP mass ratio caused a slight decrease in the PDI, 
indicating that increasing the cross-linker led to an increase in the PDI.  
The differences observed in the average diameter and PDI can be attributed 
to pH differences and the intrinsic characteristics of CHI. Because the cross-link 
between CHI and TPP is electrostatic, generating physical hydrogels (Berger et al., 
2004), CHI ionization and a conformal structure in solution are important parameters 
for the final physicochemical properties. CHI has a pKa in the range of 6.3 to 6.5 
(Anthonsen, Vårum e Smidsrød, 1993; Cho et al., 2000; Mao et al., 2001; Dash et 
al., 2011; Raftery, O'brien e Cryan, 2013) . In this situation, at low pH values (4 and 
5), chitosan chains present extended conformation due to complete protonation of 
amino groups that confers positive charges (Mi et al., 1999; Berger et al., 2004)  and 
repulsion between CHI molecules (Figure 3.2B, 3.2C). As a consequence, the ionic 
cross-linking with TPP is favored and leads to the generation of CHI/TPP complexes 
with ladder structures and high crosslink density (Mi et al., 1999). The extended 
conformation leads to the formation of compact structures with low average diameter 
(Figure 3.2B, 3.2C). However, because CHI is a semi-synthetic polymer with 
variations in molecular weight (Csaba, Köping-Höggård e Alonso, 2009) and is in the 
extended conformation at pHs of 4 and 5, the final CHI/TPP nanoparticles tend to 
have high PDI (Figure 3.2B, 3.2C). Because chitosan has approximately more than 
90% of protonated amino groups at pH 5 (Mao et al., 2001; Raftery, O'brien e Cryan, 
2013), the concentration of OH- ions increases with pH, and part of chitosan amino 
groups is deprotonated. In this case, CHI molecular conformation tends to loop (Mi 
et al., 1999), thereby decreasing the number of sites for electrostatic interaction 
between amino groups and TPP ions, and the coiled conformation for a CHI/TPP 
nanoparticle is assumed. In this case, the loop conformation leads to a higher 
average diameter, and the coiled conformation leads to low PDI. In our case, pH 5.5 




is below the pKa of CHI, conferring overall positive charges for this polyelectrolyte. 
However, CHI molecules at pH 5.5 have a higher proportion of deprotonated amino 
groups compared with other studied pHs (4 and 5), conferring differences on the 
average diameter and PDI. Thus, even for a slight difference of chitosan solution pH 





Figure 3. 1: Mean diameter (A), polydispersity index (PDI) (B) and zeta potential (C) profiles 
of CHI/PPP nanoparticles produced with chitosan solubilized at different pHs (4.0, 5.0 and 
5.5) at different CHT/TPP mass ratio (w/w). The solid lines are a visual guide to better 








3.1.2. Morfologies of CHI/TPP nanoparticles 
 
To investigate differences in the morphology of CHI/TPP nanoparticles, we 
selected CHI/TPP nanoparticles at a mass ratio of 5.8 w/w (Figure 3.1). At this mass 
ratio, we observed that nanoparticles produced with chitosan solubilized at pH 5.5 
demonstrated the highest average diameter and the lowest PDI (Figure 1, 2D) 
compared to those solubilized at pH 4 and 5.  
TEM images (Figure 2B, C, D) confirm the differences in average diameter 
and PDI of CHI/TPP nanoparticles, as evidenced previously in Figure 1. 
Nanoparticles produced with chitosan at pH 4 and 5 (Figures 2 A and B, respectively) 
presented high PDI. In this condition, there are CHI/TPP nanoparticles with stretched 
structures that are likely due to the CHI ladder conformation (low pH) (Mi et al., 
1999). Additionally, nanoparticles produced with chitosan solution at pH 5.5 also 
present variation in diameters; the morphology is more rounded than those produced 
at lower pHs, confirming the lowest PDI (Figure 3.1C, 3.2D).  
Csaba et al. (Csaba, Köping-Höggård e Alonso, 2009) obtained CHI (low 
molecular weight)/DNA nanoparticles with spherical structures produced under high 
stirring on a vortex mixer. However, they also observed the presence of rather 
undefined shapes. In the same study, CHI/TPP nanoparticles were produced under 
magnetic stirring, and as a subsequent step, DNA was loaded to obtain spherical 
structures. In this case, DNA, an anionic macromolecule that will also crosslink with 
the free CHI amino groups, leads to the formation of a more compact structure when 
compared to CHI/DNA polyplexes.  Kaloti & Bohidar (Kaloti e Bohidar, 2010) 
investigated the simultaneous effect of pH, CHI concentration and CHI/TPP mass 
ratio on the formation of CHI/TPP nanoparticles. The authors observed that different 
ranges of pH (they prepared the nanoparticles and then they increased the pH), 
concentration and CHI/TPP mass ratio modulated the aggregation. They concluded 
that the formation of nanoparticles under magnetic stirring depends on restricted 
ranges of these three parameters. They showed that the smallest nanoparticle sizes 
were obtained at a lower CHI concentration of 0.5 mg.mL-1, generating nanoparticles 
with diameter of 150 – 200 nm. The largest size was obtained with CHI concentration 




at 2.5 mg.mL-1 (250-400 nm). Bulmer et al. (Bulmer, Margaritis e Xenocostas, 2012) 
also observed the effect of CHI concentrations from 0.5 mg.mL-1 to 3 mg.mL-1. They 
observed that size increased with increasing CHI concentration when CHI/TPP 
nanoparticles were produced by flush mixing.  
 
 
Figure 3. 2: A) Scheme of the experimental set-up used to produce CHI/TPP nanoparticles. 
(B), (C) and (D): Schematic illustration of the hypothesized interactions between CHI and 
TPP to produce CHI/TPP nanoparticles (CHI/TPP 5.80 w/w) when CHI was solubilized at pH 
4.0 (B), 5.0 (C) and 5.5. (D) and the corresponded transmission electron microscopy (TEM). 
Bars correspond to 2000 nm. 
 
Mattu et al. (Mattu, Li e Ciardelli, 2013) have studied the influence of chitosan 
and TPP pH on the formation of nanoparticles and also the influence of the 
concentration of TPP solution. The authors used a CHI salt (CHI hydrochloride) at 2 
mg/mL. The CHI pH values that were studied were 3, 4.2 and 5.5. Continuous 
magnetic stirring at 6000 rpm was maintained during the CHI/TPP nanoparticles 
production. The results showed that higher average diameter was obtained at higher 
pH, which agrees with our results (Figure 3.1).  The authors observed that at 
CHI/TPP mass ratio of 3 and pH 5.5, aggregation occurred. The effect of the 
concentration of TPP solution (20%, 25%, 33% w/w) on CHI/TPP nanoparticles 
leads to nanoparticles aggregation at higher TPP concentration and pH 5.5.  
In our case, as we worked at a relatively higher CHI concentration (5 mg/mL) 
compared with previous studies, we hypothesized that using better mixing conditions 




would be able to produce uniform nanoparticles. In this situation, we used a 20 mL 
tank reactor, with baffles and cowles stirring that provided turbulent mixing. Despite 
the use of a tank reactor with stirring, we were able to produce nanoparticles with 
characteristics that were consistent with previous reports (Gan et al., 2005; Csaba, 
Köping-Höggård e Alonso, 2009; Kaloti e Bohidar, 2010; Bulmer, Margaritis e 
Xenocostas, 2012) in terms of average diameter, with the presence of large 
aggregates at all evaluated pHs (Figure 3.2). Csaba et al. (Csaba, Köping-Höggård 
e Alonso, 2009) and Zhang et al. (Zhang et al., 2007)  reported that the narrower the 
CHI molecular weight, the better the distribution size and shape of the nanoparticles. 
In our case, the presence of large aggregates was likely due to CHI characteristics 
and the concentrations of CHI and TPP. Comparing to previous studies, we were 
able to produce CHI/TPP nanoparticles at extreme conditions (high CHI 
concentration and higher TPP amount) with the presence of particles in the micro 
scale and similar physico-chemical properties by controlling the mixing conditions. 
 
3.1.3. Simulation of CHI/TPP nanoparticles stability in different media 
 
To obtain a better understanding of the use of CHI/TPP nanoparticles in 
biological applications, we diluted the CHI/TPP nanoparticles (mass ratio of 5.8 and 
produced in the three different CHI pHs) in water (pH 7) and PBS buffer (pH 7.4) and 
incubated under mixing at 37°C for 4 h to verify the physical stability over time. We 
evaluated the average diameter, PDI and zeta potential variation along this period 
of time (Figure 3.3) because these CHI/TPP nanoparticles were later used for in vitro 
transfection studies at this temperature and incubation time with Hela cells.  
 
 





Figure 3.3: Physico-chemical stability at 37oC. Average diameter, PDI and zeta potential 
profiles of CHI/TPP nanoparticles produced with chitosan solution at three different pH´s (4, 
5 and 5.5) and later diluted in water (pH 7) or PBS buffer (pH 7.4) at 37oC. Dilution in water: A) 
Mean hydrodynamic diameter; B) Zeta Potential; C) Polydispersity Index; Dilution in PBS:   
D) Mean hydrodynamic diameter; E) Zeta Potential; F) PDI. *PBS – the nanoparticles 
produced at pH 5.5 precipitated when diluted in PBS after incubation of aprox. one hour. 
Error bars correspond to SD of independent triplicates 
 
The incubation of CHI/TPP nanoparticles in water (pH 7) and PBS (pH 7.4) 
(Figure 3.3) clearly shows that the physico-chemical properties of CHI/TPP 
nanoparticles are highly dependent on the media, confirming the reversibility of 
electrostatic crosslink in physical hydrogels. When CHI/TPP nanoparticles are 
added to water and pH corrected to pH 7, the average diameter depends on the 
initial pH of the CHI solution (Figure 3.3A). In all three cases (pH 4, 5 and 5.5), we 
observed the same behavior identified previously for average diameter for 
nanoparticle production (Figure 3.1A). Considering the incubation time, the highest 
average diameter was obtained for nanoparticles produced with chitosan solubilized 
at pH 5.5. However, the size range decreased for all cases and varied between 70 -
150 nm (Figure 3.3). Comparing Figure 3.1A and Figure 3.3A (at the initial time), we 
can observe a difference in the mean diameter. This difference is likely related to the 
dilution of the system. During the formation of the CHI/TPP nanoparticles (Figure 




3.1), we used only one tank reactor and the TPP was added gradually. During 
additions, we took aliquots for measurement of the average diameter, and returned 
it to the reactor. This procedure was used to avoid any dilution. In this case, the 
average diameters were only for comparison between the studied conditions. 
Figures 3.3A and D correspond to the dilution of CHI/TPP nanoparticles (in water or 
PBS) after production. It is important to note that we diluted CHI/TPP nanoparticles 
to the same concentration that we used later for in vitro transfection studies. 
The dilution into water and pH correction to 7 demonstrated that the increase 
in PDI over time is practically linear for pH 5 and 5.5, suggesting the slow start of an 
aggregation process. However, the PDI is practically constant for the 4 h when 
nanoparticles are produced with chitosan at pH 4, suggesting higher stability during 
this period of time (Figure 3.3 B) than the other studied pHs. The same dilution 
generated nanoparticles with similar zeta potential for the three cases (pH 4, 5 and 
5.5) (Figure 3.3C), indicating that media characteristics (OH- presence due to 
increase of pH) prevail over the three CHI/TPP nanoparticles and modulate the zeta 
potential. Moreover, Kaloti & Bohidar (Kaloti e Bohidar, 2010) prepared CHI/TPP 
nanoparticles at a mass ratio ranging from 3-6 at pH 3.5-4 (CHI and TPP 
concentrations of 0.5 and 1 mg.mL-1, respectively) and subsequently titrated with 
ammonia liquor to increase the pH. The authors observed the formation of soluble 
intermolecular complexes at pH values ranging from 5.5 to 8. When the pH was 
above 8, insoluble complexes were formed with phase separation. Comparing the 
work of Kaloti & Bohidar (Kaloti e Bohidar, 2010) with ours, since we worked in 
similar CHI/TPP mass ratio and pH values below 7.0, we worked primarily with 
soluble intermolecular complexes, explaining the stability of CHI/TPP nanoparticles. 
When CHI/TPP nanoparticles were diluted in PBS at pH 7.4 (Figures 3.3D, E 
and F), a different behavior was observed when compared to dilution in water (pH 
7) (Figures 3.3A, B and C). Nanoparticles produced with chitosan at pH 5.5 visually 
precipitated after 1 hour in PBS (pH 7.4; data not shown). Nanoparticles produced 
with CHI at an initial pH of 4 and a pH of 5 after dilution in PBS presented with 
diameters ranging from 70 – 150 nm (Figure 3.3D), the  same was observed for 
dilution in water (Figure 3.3A). The zeta potential was different at pH values of 4 and 




5, indicating that the presence of salts in PBS influences the ion density on the 
nanoparticle surface. In addition to differences in the zeta potential, both 
nanoparticles (pH 4 and 5) presented positive values that are ideal for transfections 
protocols (De La Fuente, Seijo e Alonso, 2008b). Nanoparticles produced with 
chitosan at pH 4 and 5 were considered stable over the studied period of 4 hours in 
PBS. Despite the theoretical knowledge that CHI submitted at a pH above the pKa 
(6.3) leads to deprotonation of amino groups and hence a coacervation process 
(aggregation/precipitation), the incubation in water and PBS demonstrated that time 
was an important factor. In the case of CHI/TPP nanoparticles produced with CHI at 
pH 5.5, precipitation in PBS was faster than that observed at other pHs. This 
behavior indicates that there is a diffusion-limited process for ions and OH- inside 
nanoparticles. Because nanoparticles produced at the highest pH (5.5) presented 
CHI in a looped shape with the highest average diameter (Figure 3.1A), the diffusion 
of OH- and ions are facilitated and protonate faster the NH3+ groups. Moreover, 
CHI/TPP nanoparticles produced with CHI at pH values of 4 and 5 did not precipitate 
in 4 hours. It is likely that the nanoparticles formed at lower pHs with CHI in an 
extended form have structures with high degree of linkage (Berger et al., 2004). In 
this case, the dilution in PBS likely led to lower ions and OH- diffusivity inside 
nanoparticles and as a consequence, the time for particle destabilization increases. 
These results indicate that CHI/TPP produced at low pH (4 and 5) will be stable for 
longer compared with that produced at pH 5.5 at physiological conditions (PBS 
buffer, pH 7.4). However, the dilution of nanoparticles in water indicates that there 
are no differences in nanoparticle stability. The presence of salts in PBS buffer 
probably contributes to decreased stability of CHI/TPP nanoparticles produced at pH 
5.5. The incubation temperature of 37°C also contributed to rapid changes in 
physico-chemical properties 
The influence of salts in cell culture media (physiological conditions) was also 
investigated by Oyarzun-Ampuero et al. (Oyarzun-Ampuero et al., 2009) in 
CHI/hyaluronic acid nanoparticles. The authors observed that these nanoparticles 
aggregate in Hank’s balanced solution (HBSS) at pH 6.4, but not in PBS at pH 7.4 
or HBSS at pH 7.4, illustrating that the medium composition (presence of salt and 




ions) strongly influences nanoparticle stability. In other words, depending on the 
medium composition in terms of salts and ions in which CHI/TPP nanoparticles are 
present we may observe variation of physico-chemical properties that can lead an 
aggregation process.  
 
3.2.  DNA incorporation into CHI/TPP nanoparticles 
 
 Prior to the biological studies, DNA incorporation was tested in CHI/TPP 
nanoparticles (5.8 CHI / TPP w / w) produced with chitosan at different pH to evaluate 
the physico-chemical DNA-CHI/TPP characteristics. Table 3.1 presents the physico-
chemical properties of DNA-CHI/TPP nanoparticles.  
 
Table 3. 1: Physico-chemical properties of DNA-CHI/TPP nanoparticles produced with 
chitosan solution in three different pH´s (5.80 w/w CHI/TPP). 
 
DNA (%) Mean Diameter (nm±D.P)i PDI±S.D Zeta Potential (mV±D.P.) 
pH 4.0    
 10 (1) control 142±45 0.6±0.1 44±6 
20 (2) control 190±30 0.5±0.1 43±2 
pH 5.0    
10 (3) 211±45 0.53±0.0 35±1 
20(4) 312±4d 0.6±0.0  32±4 
pH 5.5    
10 (5) 249±16c 0.4±0.0c 37±1 
20 (6) 255±27d 0.4±0.0 36±1d 
(a) Number weighted average diameter. 
(b) The percentage of DNA is related to chitosan weight in the system. 
(c) Significative difference (T-Student statistical analysis. Significance level 10%). Results from (3) and 
(5) were compared with (1). 
(d) Significative difference (T-Student statistical analysis. Significance level 10%). Results from (4) and 
(6) were compared with (2).  
Results represents means±S.D., n=3 (independent experiments). 
 
In comparison, DNA-CHI/TPP nanoparticles (10 and 20% DNA) produced 
with CHI at pH 4 presented the smallest average diameter (Table 3.1). Moreover, 
when DNA amount was increased from 10 to 20%, the increase in size was higher 




for nanoparticles produced with CHI at pH 4 and 5 (33 and 48%, respectively). The 
increase in size for nanoparticles produced with CHI at pH 5.5 was only 2% with the 
increase in DNA amount. This small increase in average diameter correlates with 
our previous analysis, indicating that the highest size (Figure 3.1A) relates to CHI 
loop structure and likely facilitates DNA diffusion and incorporation/crosslink into 
nanoparticles comprising the DNA, without increasing the effective size. 
  As observed previously (Figure 3.1), CHI/TPP nanoparticles produced with 
CHI at pH 5.5 presented the lowest PDI, and addition of DNA (10 and 20%) did not 
disturb this behavior (Table 3.1). Zeta potential differences for different DNA 
quantities (10 or 20%) are negligible except for CHT/TPP at pH 5.5 with 20% of DNA 
(differences are statistically significant). In this case, the increase of DNA amount 
together with chitosan at pH 5.5 likely caused a decrease in the zeta potential. Even 
with a decreased zeta potential, all DNA-CHI/TPP nanoparticles are cationic above 
35 mV, indicating that there is an excess of amine groups from CHI. Additionally, the 
positive zeta potential values (Table 3.1) indicate that more DNA can be incorporated 
into CHI/TPP nanoparticles. However, it is a necessary PDI evaluation.  
In terms of an increase in size after incorporation of DNA, Gaspar et al. 
(Gaspar et al., 2011) observed that for commercial chitosan, solubilized at pH 4.9 
(using 1 M HCl for pH control) the incorporation of DNA in CHI/TPP nanoparticles 
decreased the particle size. In this case, the authors used a lower CHI/TPP mass 
ratio than ours, generating nanoparticles with size ranging from 573-890 nm. The 
authors added plasmid DNA into the TPP solution prior to adding TPP drop-wise into 
CHI solution. In our case, we first prepared CHI/TPP nanoparticles for later DNA 
incorporation. The comparison between the results of Gaspar et al. and ours 
indicates that the order of addition and also the CHI, TPP and DNA proportions 
influence the final physico-chemical characteristics of nanoparticles.  
When DNA was incorporated into hyaluronic acid (HA)/CHI nanoparticles, De 
la Fuente et al. (De La Fuente, Seijo e Alonso, 2008b) observed that 5-20% w/w 
(DNA/HA) increased the size. HA/CHI nanoparticles (0.5:1 w/w HA/CHI) presented 
a size of 163 nm, and the average diameter was 220 nm with the addition of 20% 
DNA.  




The capacity of DNA incorporation into CHI/TPP nanoparticles was also 
evaluated by gel retardation assay (Figure 3.4) for CHI/TPP/DNA nanoparticles (10 
and 20% DNA/CHI w/w). Furthermore, a gel retardation assay was carried out for 1 
or 24 h of incubation time after DNA incorporation into CHI/TPP nanoparticles and 




Figure 3.4: Gel retardation assay. DNA was incorporated in CHI/TPP nanoparticles (DNA at 
10 or 20% - DNA/CHI w/w). CHI/TPP nanoparticles were produced with CHI solubilized at pH 
4, 5 or 5.5 and CHI/TPP mass ratio of 5.8. CHI/TPP-DNA were diluted in water or PBS. Gel 
retardation assay was carried out after 1 or 24 hours incubation time. Lanes: 1) free pDNA;  
2, 8, 14) CHI-pH4/TPP/10%-DNA; 3, 9, 15) CHI-pH4/TPP/20%-DNA; 4, 10, 16) CHI-
pH5/TPP/10%-DNA; 5, 11, 17) CHI-pH5/TPP/20%-DNA; 6, 12, 18) CHI-pH5.5/TPP/10%-DNA; 7, 
13, 19) CHI-pH4/TPP/20%-DNA; *2-7 CHI/TPP/DNA complexes with water; **8-19  
CHI/TPP/DNA complexes with PBS; ***2-13   CHI/TPP/DNA complexes analysed after 24 
hours; ****14-19  13   CHI/TPP/DNA complexes analysed after 1 hour. 
 
Figure 3.4 clearly shows that incubation time is an important parameter for 
DNA loading. We observed free DNA for an incubation time of 1 h in CHI/TPP 
nanoparticles in PBS (lanes 14 to 19, Figure 3.4). When the incubation time was 
increased to 24 hours, there was no free DNA either in water or PBS (lanes 2 to 13, 
Figure 3.4). In terms of time dependence for DNA incorporation into CHI/TPP 
nanoparticles, this behavior could be related to the kinetic of ion diffusion into the 
CHI/TPP nanoparticles and physico-chemical stability investigated in Figure 3.3. 
This behavior suggests that DNA diffusion limitation is an important parameter for 
complete DNA incorporation into CHI/TPP nanoparticles. 
 




3.3.  In vitro HeLa cells transfection 
 
To verify the efficiency of the CHI/TPP nanoparticles produced at different 
CHI pH as a gene carrier, we performed transfection in vitro in HeLa cells to evaluate 
the capacity of luciferase expression. We selected CHI/TPP-DNA nanoparticles 
produced with CHI solubilized at three pH values (4, 5 and 5.5), CHI/TPP mass ratio 
of 5.8, DNA weights of 10 and 20%, and 4 h of incubation time (Figure 3.4). Free 
naked DNA was used as negative control and lipofectamine as a positive control.  
 
 
Figure 3.5: In vitro efficacy of HeLa cell transfection using DNA-CHI/TPP nanoparticles (CHI 
solubilized in pHs 4, 5 and 5.5 Plasmid DNA/CHI mass ratio studied were 10 or 20%. 
Luciferase activity was expressed in RLU/mg of protein.  Lipofectamine was used as positive 
control and free DNA as negative control. Error bars indicate the standard deviation of 
triplicates. Statistical significance of the transfection results were determined using the two-
tailed Student’s t-test, assuming unequal variances, at a significance level p<0.05. No 
significant differences were found between the groups using DNA/CHI mass of 10 or 20% 
(indicated by dotted square). The y-axis is presented using a log10 scale. 
 
Figure 3.5 clearly shows that all DNA-CHI/TPP nanoparticles prepared with 
different chitosan pH (4, 5, 5.5) and different amounts of DNA were able to transfect 
HeLa cells in terms of luciferase activity. We observed no significant difference in 
terms of luciferase activity for the groups studied above.   
We can observe that naked DNA presented lower value of luciferase activity, 
showing that CHT/TPP nanoparticles presented higher efficiency (Figure 3.5). 
However, lipofectamine presented higher value of luciferase activity if compared to 




CHI/TPP nanoparticles. Despite this difference, it is well known that  lipofectamine 
presents high cytotoxicity effects if compared to other gene delivery systems, limiting 
its application to live animals and humans (Samadikhah et al., 2011; Balbino et al., 
2012).  
Csaba and co-workers (Csaba, Köping-Höggård e Alonso, 2009) studied the 
influence of the percentage of DNA (plasmid encoded green fluorescent protein 
loaded into CHI (high molecular weight)/TPP nanoparticles in HEK293 cells. The 
authors studied 3 different percentages (5, 10, and 20%) of DNA in comparison of 
the weight of chitosan in the system and the efficiency of transfection was evaluated 
as number of transfected cells. Despite our transfection efficiency being analyzed 
using luciferase expression and their results with transfected cells, our results are in 
agreement with them. In conclusion, decreasing nanoparticles amount with the 
increasing of DNA loading there is an increasing of efficiency transfection even with 
the same weight of DNA was kept. We observed this behavior with all the pH studied.   
As observed in the physical stability (Figure 3.3), some precipitation was 
visible at the end of the transfection experiments in the wells where CHI/TPP 
nanoparticles were prepared at pH 5.5 (10 and 20% of DNA). Despite this 
precipitation, there was luciferase expression (Figure 3.5), suggesting that some 
DNA-CHI/TPP nanoparticles were present during the first hours of the transfection 
tests (before aggregation process starts). Transfection experiments confirmed the 
physical stability studies of CHI/TPP nanoparticles dilution in water (pH 7) and PBS 
(pH 7.4) at 37°C (Figure 3.3), indicating that the buffer conditions modulate the final 
nanoparticles characteristics and hence the transfection performance. In this case, 
differences in CHI/TPP physico-chemical properties observed during production 
have no influence on the level of luciferase activity (Figure 3.5) because all 
nanoparticles were used in the same medium for transfection. This finding is 
important for future design of CHI/TPP nanoparticles processes.  
 
4.  Conclusion 
 
In this study, we demonstrated the feasibility of the production of CHI/TPP 
nanoparticles at a high chitosan concentration (5 mg/mL) via a reproducible method 




using tank reactors with baffles and controlled stirring. Differences in the pH of the 
chitosan solution reflected differences in the physico-chemical properties, mainly 
when CHI at pH 5.5 was used. DNA incorporation into CHI/TPP nanoparticles 
produced with CHI at pH 5.5 resulted in a small increase in size of the final CHI/TPP-
DNA nanoparticles; however, this effect was not observed for CHI/TPP-DNA when 
CHI solutions at pH 4 and 5 were used. 
Despite differences in physico-chemical properties, we demonstrated that 
buffer properties during CHI/TPP application have an effect on the final properties 
because CHI crosslinking with TPP is electrostatic and generates physical 
hydrogels. Furthermore, differences during CHI/TPP nanoparticle production have a 
minor influence on in vitro transfections studies. We believe that these results 
contribute to a better understanding of the production of CHI/TPP nanoparticles and 
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Abstract 
Different techniques have been employed to produce chitosan nanoparticles; thus, 
suitable alternatives and easy-handling production methods are highly desired and 
have been widely investigated. In this study, we used a tank reactor with baffles and 
mechanical stirring with Cowles impellers to develop a new, easy technique that can 
feasibly be up-scaled and allows for the production of homogenous chitosan 
nanoparticles. First, we explored the effects of temperature on the production of 
chitosan (CHI)/pentasodium tripolyphosphate (TPP) nanoparticles. We then 
compared the effect of temperature variations between 40 to 55˚C with the effect of 
isothermal processes (25, 45 and 55˚C). The CHI and TPP concentrations were 
maintained at 0.75 mg/mL, and the CHI/TPP mass ratio was maintained at 5. The 
measured physicochemical characteristics indicated that the CHI/TPP nanoparticles 
produced by the temperature variation technique had polydispersity indices (PDIs) 
that were significantly smaller than those of the nanoparticles produced by 
isothermal processes. To further control the production process, we employed a 
special experimental design to determine the effects of CHI and TPP concentrations 
and CHI/TPP mass ratios in the temperature variation technique. Under all 
conditions, the sizes of the CHI/TPP nanoparticles were on the nanoscale, and the 




mean diameters ranged from 121 to 287 nm. Finally, the gene delivery capacities of 
the CHI/TPP nanoparticles were evaluated. To evaluate these capacities, the 
plasmid pEGFP-N1 was incorporated (10 and 40% of the chitosan weight) into the 
CHI/TPP nanoparticles and incubated with 293A cells. The in vitro transfection 
efficiencies were evaluated over 120 h and indicated sustained gene delivery at 10% 
pDNA. Intriguingly, the polyplexes demonstrated some cytotoxicity after 120 h, but 
this cytotoxicity was not dose-dependent. These findings will contribute to the 
development of processes for generating CHI/TPP nanoparticles and the 
development of gene delivery applications.  
 
Keywords – Chitosan nanoparticles, nanotechnology, ionotropic gelation, scalable 




Chitosan (CHI) is considered to be an important and promising polymer for 
many biomedical applications (Madihally e Matthew, 1999; Azad et al., 2004; Huang 
et al., 2005; Anal, Stevens e Remuñán-López, 2006; Jayakumar et al., 2010). CHI 
is a cationic biopolymer derived from chitin, which is present in the exoskeletons of 
crustacean, insects and some fungi (Artursson et al., 1994; Muzzarelli e Muzzarelli, 
2005). CHI is considered to be biodegradable (Oyarzun-Ampuero et al., 2009; Kean 
e Thanou, 2010), and in the human body, it is predominantly degradable by 
lysozyme and bacterial enzymes present in the colon (Kean e Thanou, 2010; Kean 
e Thanou, 2011). Additionally, features such as low toxicity (Huang et al., 2005), 
positive charge and mucoadhesive properties (Amidi et al., 2010) make this 
polysaccharide attractive for biomedical applications.  
In recent years, CHI has been investigated as a non-viral vector for gene 
delivery systems (Köping-Höggård et al., 2004; Huang et al., 2005; Csaba, Köping-
Höggård e Alonso, 2009). The development of gene delivery systems is an important 
step toward realizing gene therapy. The concept of gene therapy involves the 
insertion of genetic material into a patient’s cells to correct or complement defective 




genes that are responsible for certain diseases (Mansouri et al., 2004). In this regard, 
CHI interacts electrostatically with nucleic acids (Köping-Höggård et al., 2004; Khatri 
et al., 2008), or in another strategy, CHI nanoparticles can be obtained prior to 
nucleic acid incorporation (De La Fuente, Seijo e Alonso, 2008; Csaba, Köping-
Höggård e Alonso, 2009; Duceppe e Tabrizian, 2009). 
Among the techniques for producing CHI nanoparticles, ionotropic gelation 
can be used to generate CHI/pentasodium tripolyphosphate (TPP) nanoparticles. 
Considerable effort has been directed toward defining the best conditions for the 
formation of CHI/TPP nanoparticles on the laboratory scale; these efforts have 
involved manipulations of CHI and TPP concentrations, CHI/TPP mass ratios and 
stirring speeds (Gan et al., 2005; Nasti et al., 2009; Gaspar et al., 2011; Fan et al., 
2012; Mattu, Li e Ciardelli, 2013; Abdel-Hafez, Hathout e Sammour, 2014). Different 
authors have reported the importance CHI and TPP concentrations and the CHI/TPP 
mass ratio in obtaining nanoparticles with the desired physicochemical 
characteristics (Nasti et al., 2009; Kaloti e Bohidar, 2010). According to Calvo and 
co-workers, CHI concentrations can be as high as 4 mg/mL; however, TPP 
concentrations should be kept below 0.75 mg/mL (Calvo et al., 1997). Another study 
suggested that CHI concentrations should not exceed 1.5 mg/mL and that TPP 
concentrations should not exceed 1.0 mg/mL (Fan et al., 2012). Kaloti and Bohidar 
recommended a CHI concentration range of 0.5 to 2.5 mg/mL and a CHI/TPP mass 
ratio ≥ 2 (Kaloti e Bohidar, 2010). However, these few examples reveal that there is 
no general agreement regarding the optimal concentrations of CHI and TPP for the 
production of nanoparticles. 
Moreover, the majority of studies have focused on the production of CHI/TPP 
nanoparticles with low PDIs primarily on the laboratory scale or via the use of small 
tubes (Gan et al., 2005; Bulmer, Margaritis e Xenocostas, 2012a; Mattu, Li e 
Ciardelli, 2013; Abdel-Hafez, Hathout e Sammour, 2014). In this study, we produced 
CHI nanoparticles using a tank reactor with baffles and Cowles impellers to maintain 
turbulent mixing according to a method that was recently developed by our research 
group (Sipoli et al., 2015) (Sipoli et al., 2015). We established an experimental 
design and conditions for the preparation of CHI nanoparticles via a process that is 




easy to implement and can feasibly be scaled up. After determining how certain 
parameters affect CHI/TPP nanoparticle production, we performed the gelification 
process using CHI and TPP and explored the temperature variation technique in 
comparison to isothermal conditions. Subsequently, the gene delivery properties of 
the produced CHI nanoparticles were evaluated. Remarkably, the CHI nanoparticles 
exhibited sustained profiles of transfection efficiency that led to an increase in 
transfection efficiency over up to five days.  
 
2. Materials and Methods 
2.1. Materials  
 
Low-molecular-weight CHI (varying from 50 - 190 kDa) (Shuai et al., 2013) 
with a 75% degree of deacetylation and pentasodium tripolyphosphate (TPP) were 
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). The plasmid pEGFP-N1 was 
purchased from BD Biosciences Clontech (Palo Alto, CA, USA). 
 
2.2. Methods  
2.2.1. Plasmid pEGFP-N1 Amplification 
 
The following two plasmids were used in this study: i) pEGFP-N1 (BD 
Biosciences Clontech, Palo Alto, CA, USA), which is a construct for a mammalian 
expression vector encoding EGFP under the control of the cytomegalovirus (CMV) 
promoter; and ii) pBR322, which lacks eukaryotic promoters and was used as a 
control in cytotoxicity assays. The plasmids were amplified and purified as previously 
described (Allan Radaic; Eneida De Paula, 2014). Briefly, transformed bacteria were 
incubated in Luria-Bertani (LB) medium in the presence of the selective antibiotic 
kanamycin. Purification was performed using the PureLink™ HiPure Plasmid DNA 
Purification Kit-Maxiprep K2100-07 (Invitrogen, Maryland, USA). The final plasmid 
concentration was determined using a Epochtm Multi-volume spectrophotometer 
system together with a Take3tm multi-volume plate (BioTektm, Vermont, Unites 




States) at 260 nm (A260). The plasmids were accepted for further use when A260 
nm/A280 nm ratio greater than 1.8. 
 
2.2.2. Chitosan Purification 
 
CHI was solubilized in acetic acid (0.75% v/v in water; 1% w/v) and 
maintained under magnetic stirring for 24 h. The purification was performed as 
previously reported, with slight modifications (Nasti et al., 2009). Briefly, the solution 
was boiled for 15 min to denature and precipitate any protein contaminants. Then, 
the pH was adjusted to 9 with sodium hydroxide (1 N) to precipitate chitosan from 
the aqueous phase. The dispersion was centrifuged at 1403 x g at 25˚C. The 
precipitated chitosan was redispersed in water (pH 9) and centrifuged twice. This 
procedure was repeated with ultra-purified water until the pH value reached that of 
pure water. The purified chitosan was lyophilized and stored at room temperature.  
 
2.2.3. Preparation of the CHI/TPP nanoparticles produced by temperature 
variation technique 
 
We used the ionotropic gelation method to prepare chitosan nanoparticles as 
previously reported by Calvo et al. (1997) and Fan et al. (2012) and explored the 
temperature variation technique during ionic gelation to produce CHI/TPP 
nanoparticles (Calvo et al., 1997; Fan et al., 2012). Purified CHI was dissolved in an 
acetic acid solution (0.3 mg/ml) to obtain a CHI solution of the desired concentration. 
TPP was dissolved in water and maintained at 4˚C. The CHI solution with a CHI 
concentration of 0.75 mg.ml-1 (15 mL) was added to a cylindrical tank reactor 
(measuring 3.5 cm in internal diameter and 5.0 cm in height) with baffles (four baffles, 
10% internal diameter) installed in a thermostatic bath at 55˚C. The CHI solution 
remained at this temperature for 10 min and was maintained under mechanical 
stirring (Cowles impeller with a diameter of 2.1 cm operated at 1000 rpm); the system 
temperature was then adjusted to 40˚C, and the TPP (0.75 mg/mL) stored at 4˚C 




was slowly added manually (via micropipette) to the reactor (CHI/TPP mass ratio 5). 
Next, an aliquot was used for the physicochemical characterization of the CHI/TPP.  
The effects of temperature on the CHI/TPP nanoparticle production was 
evaluated under three isothermal conditions, i.e., 25, 40 and 55˚C, at the same CHI 
and TPP concentrations and the CHI/TPP mass ratio described above. The 
physicochemical properties of the nanoparticles produced under the isothermal 
conditions were compared to those produced using the temperature variation 
technique.  
 
2.2.4. Experimental design developed by response surface methodology for 
the production of CHI/TPP nanoparticles using the temperature variation 
technique 
 
Response surface methodology (Montgomery, 2007) was employed to study 
the production of CHI/TPP nanoparticles via the temperature variation technique. 
The effects of CHI concentration, TPP concentration and CHI/TPP mass ratio on the 
physicochemical properties of particle size and polydispersity index (PDI) were 
evaluated. CHI and TPP concentrations ranging from 0.3 to 1.2 mg/mL and CHI/TPP 
mass ratios ranging from 3.35 to 6.65 were assessed. We used a central composite 
rotatable design (CCRD) with a 23 factorial scheme, which corresponds to two factor 
levels and three factors. Additionally, six axial and three central points were added 
to the experimental design, and we performed 17 randomized experiments. 
Statistical significance was evaluated using the STATISTICA 5.5 software program 
(Statsoft Inc.). 
 
2.2.5. Preparation of the pEGFP-N1-CHI/TPP polyplexes 
 
Polyplexes composed of CHI/TPP nanoparticles (CHI/TPP mass ratio 5.0) 
and pEGFP-N1 were prepared at 0.75 mg/mL of CHI and TPP. Chitosan polyplexes 
were formulated by adding pEGFP-N1 (330 µg / mL in water) to the CHI/TPP 
nanoparticles at 10 and 40% of the weight of the chitosan (De La Fuente, Seijo e 




Alonso, 2008). The system was maintained under intense stirring on a vortex mixer 
for 1 min at 25°C. In the case in which 40% DNA was used, we added the required 
amount in two steps (the total volume of DNA was divided in 2 and added in 2 steps). 
The samples were incubated for 2 h prior to use. The differences between the 
chitosan-based polyplexes (DNA-CHI/TPP) produced with different percentages of 
DNA were evaluated by Student’s t-tests of the average diameters, zeta potentials 
and PDIs. 
 
2.3. Physicochemical characterization of the CHI/TPP nanoparticles and 
pEGFP-N1-CHI/TPP polyplexes 
2.3.1. Average hydrodynamic diameters and polydispersity indices of the 
CHI/TPP nanoparticles and pEGFP-N1-CHI/TPP polyplexes 
 
A Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK) was used to 
measure the average hydrodynamic diameters and size distributions of the 
synthesized nanoparticles (via the dynamic light scattering technique). The 
measurements were performed using backscattering detection (angle 173°, He-Ne 
at 633 nm and 4.0 mW power source). We used the average hydrodynamic diameter 
weighted by number. The polydispersity index (PDI) was also calculated based on 
cumulant analysis of the measured DLS intensity autocorrelation function (a 
dimensionless number ranging from 0 to 1). We used the mean diameter based on 
the number-weighted size distribution. Measurements of the average hydrodynamic 
diameter and zeta potential were performed after the production of the CHI/TPP 
nanoparticles at the CHI concentrations used in each run of the experimental design. 
Additionally, the polyplexes were characterized in terms of size and PDI. 
 
2.3.2. Zeta potentials of the CHI/TPP nanoparticles and pEGFP-N1-CHI/TPP 
polyplexes 
 
The zeta potentials were determined by applying an electric field across the 
samples and measuring the velocity of the electrophoretic mobility of the particles 




using the laser Doppler anemometry technique. The measurements were performed 
three times for each sample at 25°C using a Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern 
Instruments, UK) in water. 
 
2.3.3. Morphologies of the CHI/TPP nanoparticles 
 
The morphologies of the CHI/TPP nanoparticles were investigated by 
transmission electron microscopy (TEM). Carbon-coated 400-mesh copper grids 
coated with Formvar Carbon Film were exposed to a droplet of CHI/TPP 
nanoparticles for 5 min at room temperature. Negative staining was performed with 
1% (w/v) uranyl acetate solution over a period of 1 min, and the excess was blotted 
to avoid over-staining. The samples were examined in a LEO906E transmission 
electron microscope (Zeiss, Germany) operated at 60 kV. 
 
2.4. Biological studies with pEGFP-N1-CHI/TPP polyplexes 
2.4.1. Embryonic human kidney 293A cell culture 
 
Embryonic human kidney 293A cells (Invitrogen) were maintained in 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (D-MEM) supplemented with 10% (v/v) fetal 
bovine serum (Gibco, UK), 2 mM L-glutamine and 1% (v/v) penicillin/streptomycin. 
The cells were grown at 37°C under an atmosphere of 5% CO2 in air and subcultured 
every 2 days using trypsin/EDTA. 
  
2.4.2. Transfection protocol 
 
For transfection, the 293A cells were seeded on 12-well plates at a density of 
75,000 per well. After 24 h, the cells were semi-confluent (70–90%); they were 
washed once with PBS, and 400 l per well of serum- and antibiotic-free medium 
was added. Next, we added 100 l of the complexes formed by 2 g of the pDNA 
and CHI-TPP nanoparticles (10 or 40% DNA/CHI w/w), and the cells were incubated 
for 6 h at 37°C. After this incubation, the transfection medium was replaced with 




complete medium. The percentages of EGFP-positive cells were determined after 
24, 48 and 120 h by flow cytometry (FACS/Calibur Flow Cytometer, Becton 
Dickinson, Mansfield, MA). 
 
2.4.3. Confocal Microscopy  
 
The 293A cells were plated on coverslips as described for the transfection 
protocol. After 24 h, the cells were washed with PBS and incubated with the 
complexes formed using 2 g of pDNA and CHI-TPP nanoparticles (10 or 40% 
DNA/CHI w/w) over a period of 6 h. The cells were then washed with PBS and fixed 
for 20 min with 4% p-formaldehyde (PFA) at room temperature. The cell nuclei were 
stained with TOPRO3 (Invitrogen). After washing three times with PBS, the 
coverslips were mounted on glass slides using Dako mounting medium (Dako, 
Carpinteria, USA). The samples were analyzed using a confocal microscope (Leica 
TCS SP5; Germany) equipped with a 60X oil-immersion lens. The images were 
acquired using the pinholes set to 1 airy unit for each channel in a sequential manner 
and analyzed using the ImageJ software program (NIH). 
 
2.4.4. MTT (methyl tetrazolium) assay 
 
The cytotoxicity of the 10% DNA-CHI/TPP polyplexes toward the 293A cells 
was evaluated using an MTT assay. The polyplexes were prepared as described 
above (section 2.2.4) using pBR322 instead of pEGFP-N1. The cells were treated 
for 6, 24, 48 and 120 h using concentrations ranging from 0.032 mg/mL to 0.32 
mg/mL, which represented 1, 2.5, 5, 7.5 and 10 times the amount used for 
transfection. After the treatment, the medium was replaced with an MTT solution 
(100 l, equivalent to 0.5 mg/mL of culture medium). After 4 h incubation at 37°C, 
the medium was removed, and the resulting formazan crystals were dissolved in 
100 l of ethanol. The solutions were homogenized for 5 min on a plate shaker, and 
the absorbance was measured at 570 nm (Mosmann, 1983). Cell viability was 
plotted as a percentage of the non-treated cells for each time point (i.e., 6, 24, 48 




and 120 h), and the mean values were determined from three independent 
experiments. 
 
3. Results and discussion 
3.1. Effects of temperature on the production of the CHI/TPP nanoparticles 
using a tank reactor 
 
The majority of relevant studies have focused on the production of CHI/TPP 
nanoparticles on the nanoscale, with low PDIs and mainly on the laboratory scale or 
using small tubes. In this study, our aim was not only to control the physicochemical 
properties of the nanoparticles but also to establish a process design for a feasible 
and easily scaled-up technique for producing nanoparticles. In this regard, we used 
a tank reactor with baffles and Cowles impellers to maintain turbulent mixing 
(Reynolds number 7400). Our first goal was to study how temperature affected the 
production of CHI/TPP nanoparticles using a tank reactor and mixing conditions that 
are similar to those actually used in industry. Thus, we performed the gelation 
process using CHI and TPP concentrations of 0.75 mg/mL and a CHI/TPP mass 
ratio of 5. To study the effect of temperature on the CHI/TPP nanoparticles, we 
selected four different process conditions (i.e., ionotropic gelation performed under 
isothermal conditions at 25, 40 or 55˚C and ionotropic gelation performed at 
temperatures ranging from 40 to 55˚C). In the latter condition, TPP stored at 4˚C was 
added when the CHI solution temperature was 55˚C (inside the reactor), and we 
simultaneously initiated the process of temperature reduction to 40˚C. Next, the tank 
was maintained under the same stirring and temperature conditions for 5 min. With 
respect to the temperature variation technique, Figure 4.1 illustrates the temperature 
profile inside the tank reactor immediately after the addition of the TPP. Ionotropic 
gelation between chitosan protonated molecules and anionic TPP ions is known to 
occur immediately (Lee et al., 2001; Gan et al., 2005; Pati, Adhikari e Dhara, 2011). 
When the TPP stored at 4˚C was added to the chitosan solution in the tank reactor 
at 55˚C, the reaction was instantaneously initiated, and the decrease in temperature 
to approximately 40˚C (at 2˚C/min) occurred within 5 min. Two minutes after cooling 




was initiated, the temperature profile was linear until 6 min (Figure 4.1); the 
temperature was subsequently kept constant.  
 
 
Figure 4. 1: Temperature profile during the temperature variation technique after the addition 
of TPP (4˚C) to the CHI solution (55˚C). The temperature was measured every minute using a 
probe inserted into the suspension ( 0.06˚C). The error bars correspond to the SD of three 
independent experiments (n = 3). 
 
The CHI/TPP nanoparticles produced at the different isothermal temperatures 
and those produced via the temperature variation technique were characterized in 
terms of their mean diameters and PDIs; the corresponding results are shown in 
Table 4.1. No significant difference in average diameter (Table 4.1) between the two 
sets of nanoparticles was observed. However, the PDI of the CHI/TPP nanoparticles 
that were produced by the temperature variation technique (0.24) was statistically 
lower than the PDIs of the nanoparticles that were prepared by the isothermal 
processes (PDIs of 0.33, 0.28 and 0.28 for the particles prepared at 25, 45 and 55˚C, 
respectively; Table 4.1).  
Recently, Fan and co-authors (2012) demonstrated the strong effect of 
processing temperatures during ionotropic gelation. These authors prepared 
CHI/TPP nanoparticles with chitosan at different temperatures (10˚C to 70˚C). They 
observed that the sizes of the particles ranged from 200 to 130 nm and that the PDIs 
ranged from 0.112 to 0.05 when they used CHI and TPP concentrations of 0.5 




mg/mL. The authors concluded that the sizes of the nanoparticles decreased with 
increases in temperature up to 60˚C; above 60˚C, no size differences were 
observed. Regarding CHI/TPP size variations as a function of temperature, these 
authors clearly reached a conclusion that contradicts our results. Importantly, Fan 
and co-authors performed continuous magnetic stirring in round flasks in an 
experimental apparatus that differed from ours (Fan et al., 2012). It is likely that, in 
our case, the use of optimized mixture conditions and a controlled water jacket 
resulted in negligible thermal effects.  
 
Table 4. 1: Mean diameters (number-weighted) and polydispersity indices (PDIs) of the 
CHI/TPP nanoparticles produced at a CHI/TPP mass ratio of 5 in the different temperature 
conditions (isothermal conditions of 25, 45 and 60˚C and via the temperature variation 
technique over the range of 60 to 45˚C). 
Temperature (oC) Mean Diameter (nm±SD)(i) PDI±SD(i) 
25 238.98±34.88 0.33±0.02 
45 233.93±46.33 0.28±0.02 
55 243.94±7.33 0.28±0.01 
55 – 45 252.7±17.38 0.26±0.01 
(i) The results are represented as the means ± the SDs; n=3 independent experiments. 
(ii) The temperature variation results were significantly different from those of the isothermal 
processes based on a T test at p<5%. 
 
To explore the size distribution of the CHI/TPP nanoparticles that were 
produced by the temperature variation technique, we compared the intensities and 
number-weighted size distributions, as presented in Figure 4.2. The intensity-
weighted size distribution is well known to reflect the presence of particles because 
the intensity of scattered light is proportional to the diameter raised to the sixth 
power. The conversion from intensity to number-weighted size distribution allowed 
for the analysis of the relevant population because, in this case, the particles size is 









Figure 4. 2(A) Intensity-weighted and (B) number-weighted particle size distributions 
obtained for the CHI/TPP nanoparticles prepared by the temperature variation technique. The 
lines represent the size distributions of three independent experiments. 
 
Both the intensity- and number-weighted size distributions exhibited the 
presence of only single sub-micron size populations (Figure 4.2). We obtained 
nanoparticle sizes ranging from 100 to 900 nm via the intensity-weighted analysis 
and sizes ranging from 90 to 700 nm via the number-weighted analysis. Neither 
analysis revealed large aggregates. 
Regarding the variation in PDI, higher temperatures are known to decrease 
the intrinsic viscosity (Chen e Tsaih, 1998) and stiffness (Brugnerotto et al., 2001; 
Rinaudo, 2006) of CHI, which destabilizes intramolecular hydrogen bonds and 
increases chain mobility (Brugnerotto et al., 2001; Rinaudo, 2006). Under such 
conditions, TPP likely has greater access to NH3+ sites at high temperatures. In 
theory, decreasing the temperature should increase the stiffness of CHI and favor 
the formation of intramolecular hydrogen bonds; thus, temperature variation during 
ionotropic gelation should lead to CHI/TPP nanoparticles with lower PDIs. We 
believe that these conformal changes in CHI molecules will not occur via isothermal 
processes (i.e., processes in which the temperature varies only after nanoparticle 
formation when the final dispersion is later stored at low temperatures), which would 
result in higher PDIs, as shown in Table 4.1.  
 
 




3.2. Effects of CHI and TPP concentrations and CHI/TPP mass ratios on the 
physicochemical properties of the CHI/TPP nanoparticles produced via the 
temperature variation technique 
 
Having determined the parameters for the production of CHI/TPP 
nanoparticles with low PDIs using the temperature variation technique, we assessed 
the effects of CHI and TPP concentrations and CHI/TPP mass ratios on nanoparticle 
production. We employed a central composite rotatable design (CCRD), which offers 
the maximum information with the fewest number of experiments for studies 
involving two or more independent variables (Montgomery, 1997). 
In this context, we prepared CHI/TPP nanoparticles with CHI and TPP 
concentrations that ranged from 0.3 to 1.2 mg.mL-1 and CHI/TPP mass ratios that 
ranged from 3.35 to 6.65. The selected range of CHI/TPP mass ratios generated an 
excess of CHI and prevented the production of microparticles due to the addition of 
large amounts of TPP. The mean diameter and size distributions are related to the 
concentrations of CHI and TPP, the molecular weight of the CHI, the mixing 
conditions and the stirring of the system (Gan et al., 2005). 
The real and coded values for the experimental design are shown in Table 
4.2, with the responses presented in terms of mean diameters. According to Table 
4.2 and Figure 4.3, the mean diameters ranged from 121.5 to 287.2 nm, which are 
considered to fall on the nanoscale.   
We performed a variance analysis (ANOVA) to evaluate the significant 
differences between the experimental runs, as summarized in Table 4.3. We 
evaluated the PDIs and zeta potentials of all of the experiments shown in Table 4.2; 
however, because there were no significant differences (at a confidence level of 
95%), the results are not shown. In all of the runs, the corresponding PDI value was 
0.25 ± 0.05 (mean ± SD), and the zeta potential was 46.61±4.47 (mean ± SD); these 
results are similar to those presented in Table 4.1 for the temperature variation 
technique. In terms of the mean diameters (Table 4.3), the analysis of the F-test 
results revealed that the model was predictive because the F-value (31.03) was 
nearly 10 times higher than the listed F value (3.41), and the R-squared value was 




0.88. These results suggest that this model is acceptable for describing the particle 
size behavior in terms of the CHI and TPP concentrations and the CHI/TPP mass 
ratio. The ANOVA was reparameterized to consider only significant effects. In this 
analysis, only linear effects were considered (i.e., the CHI and TPP concentrations 
and the CHI/TPP mass ratio). Thus, Figure 4.3 shows a contour plot of the CHI/TPP 
nanoparticles produced by the temperature variation technique in terms of the linear 
coefficients that describe the model of the nanoparticle sizes.  
 
Table 4. 2: CCRD matrix with the real and coded values (in parenthesis) for the tested factors 
(i.e., CHI concentration, TPP concentration and CHI/TPP mass ratio) and the responses (i.e., 
size and polydispersity index (PDI)) obtained for the CHI/TPP nanoparticles produced with 
the temperature variation technique. 










1 0.5 (-1) 0.5(-1) 4 (-1) 158.33 
2 1.0 (+1) 0.5 (-1) 4 (-1) 175.5 
3 0.5 (-1) 1.0 (+1) 4 (-1) 178.07 
4 1.0 (+1) 1.0 (+1) 4 (-1) 264.77 
5 0.5 (-1) 0.5 (-1) 6 (+1) 190.25 
6 1.0 (+1) 0.5 (-1) 6 (+1) 287.27 
7 0.5 (-1) 1.0 (+1) 6 (+1) 244.87 
8 1.0 (+1) 1.0 (+1) 6 (+1) 293.80 
9 0.3 (-1.68) 0.75 (0) 5 (0) 121.53 
10 1.2 (+1.68) 0.75 (0) 5 (0) 275.20 
11 0.75 (0) 0.3 (-1.68) 5 (0) 150.80 
12 0.75 (0) 1.2 (+1.68) 5 (0) 265.93 
13 0.75 (0) 0.75 (0) 3.35 (-1.68) 158.10 
14 0.75 (0) 0.75 (0) 6.65 (+1.68) 283.47 
15 0.75 (0) 0.75 (0) 5 (0) 234.17 
16 0.75 (0) 0.75 (0) 5 (0) 245.17 
17 0.75 (0) 0.75 (0) 5 (0) 230.30 
(1) The average hydrodynamic diameter was weighed by number. 
 




Table 4. 3: ANOVA of the chitosan nanoparticle production results in terms of CHI/TPP 
nanoparticle sizes. 





Regression 43,386.14 3 14,462.05 31.03 
Residual 6,059.02 13 466.08  
Total 49,445.16 16   





Figure 4. 3: Contour plot of the particle sizes produced with low molecular weight chitosan 
using the temperature variation technique as functions of CHI concentration, TPP 
concentration and the CHI/TPP mass ratio. 
 
From Figures 4.3A, 3B and 3C, it can be observed that the CHI/TPP 
nanoparticle sizes tended to reach the minimum diameter (<120 nm) when they were 
prepared with low CHI/TPP mass ratios, CHI concentrations, and TPP 
concentrations. As these parameters were increased, the sizes tended to linearly 
increase.  
Additionally, when we used the temperature variation technique, we observed 
the same tendency that has been reported in previous studies employing isothermal 
processes (Gan et al., 2005; Csaba, Köping-Höggård e Alonso, 2009; Gaspar et al., 
2011; Bulmer, Margaritis e Xenocostas, 2012a). Gan et al. (2005) studied the effects 
of CHI concentration and CHI/TPP mass ratio on the physicochemical characteristics 
of CHI/TPP nanoparticles without temperature variation (Gan et al., 2005). These 
authors observed that, for CHI concentrations ranging from 0.5 to 3 mg/mL, the size 
increase was linearly related to the increase in concentration for all of the studied 
CHI molecular weights. The same tendency was observed when these authors 




studied the CHI/TPP mass ratio. Bulmer and co-workers (2012) utilized an 
experimental design that varied the CHI concentration and CHI/TPP mass ratio at 
three different pH values (5.0, 5.5 and 6.0) to modulate the properties of CHI/TPP 
nanoparticles. The CHI concentrations ranged from 0.5 to 1.5 mg/mL, and the 
CHI/TPP ratio ranged from 3 to 5. These authors concluded that CHI concentration 
has the greatest effect on CHI/TPP particle size at pH 5. Even when lower CHI/TPP 
mass ratios were used, these authors observed that higher CHI concentrations 
generated larger nanoparticles (Bulmer, Margaritis e Xenocostas, 2012b). 
 
3.3. Morphologies the CHI/TPP nanoparticles 
 
Because all of the runs shown in Table 4.2 generated CHI/TPP nanoparticles 
within the nanoscale range, we selected the center points (i.e., runs 15, 16 and 17), 
which is the same condition used to prepare the nanoparticles showed in Table 4.1, 
to perform morphological characterizations via transmission electron microscopy 
(Figure 3). As shown in Figure 4.4, the nanoparticles exhibited spherical shapes with 
diameters of approximately 200 - 250 nm, in agreement with the light scattering 
results (Table 4.2). 
 
 





Figure 4. 4: Panel of representative transmission electron micrographs of the CHI/TPP 
nanoparticles (CHI and TPP concentrations of 0.75 mg/mL and a CHI/TPP mass ratio of 5 
produced via the temperature variation technique, 55-45˚C). The images are representative of 
three independent experiments. Scale bars: 200 nm. 
 
Different CHI/TPP nanoparticle morphologies have previously been reported 
in the literature. Bulmer et al. (2012) produced chitosan nanoparticles using a 
medium molecular weight at 1 mg/mL and a CHI/TPP mass ratio of 3 at 20˚C (via an 
isothermal process). These authors did not observe a dominant shape of the 
CHI/TPP nanoparticles but primarily spherical and elongated shapes (Bulmer, 
Margaritis e Xenocostas, 2012b). Gan et al. observed that CHI/TPP nanoparticles 
prepared with low-molecular-weight CHIs were in the nanoscale range; however, the 
shapes of the nanoparticles were closer to polyhedrons, unlike the shapes observed 
in this study. Moreover, these authors observed that large aggregates were formed 
by single nanoparticles when the pH and CHI concentration were increased (Gan et 
al., 2005). In contrast to these methods, the temperature variation technique 
produced monodispersed populations of spherical and uniform (low-polydispersity) 
CHI nanoparticles (Figure 4.4). Similarly, spherical CHI/TPP nanoparticles are 
obtained when methods capable of controlling the gelation reaction between CHI 
and TPP are employed (Janes, Calvo e Alonso, 2001; Gaspar et al., 2011).  
 




3.4. Physicochemical characteristics of the pDNA-CHI/TPP polyplexes 
 
Having characterized the CHI/TPP nanoparticles that were produced by the 
temperature variation technique, we decided to evaluate the effects of DNA 
incorporation into these nanoparticles with the goal of generating polyplexes for 
further in vitro transfection studies. Once the CHI/TPP nanoparticles obtained from 
the experiments shown in Table 4.2 were within the nanoscale range under all 
conditions, we selected the condition used as the central point (Table 4.2) to conduct 
studies with pDNA and CHI/TPP nanoparticles produced via the temperature 
variation technique with CHI and TPP concentrations of 0.75 mg/mL and a CHI/TPP 
mass ratio of 5 (see supplementary material). Under this conditions, the CHI/TPP 
nanoparticles exhibited positive zeta potentials (50 ± 2.9 mV, Table 2) that are 
desirable for gene delivery applications because positive charges interact more 
easily with the negative membranes of cells (De La Fuente, Seijo e Alonso, 2008). 
However, these characteristics were related to the CHI/TPP nanoparticles 
without incorporated DNA. To verify the characteristics of the nanoparticles after 
incorporation, we tested pDNA (pEGFP-N1) incorporation at DNA percentages of 10 
and 40% (DNA mass/CHI mass), and the results of physicochemical characterization 
are presented in Table 4.4.  
 










 0 (1) 246.67 ± 4.86 -- 0.26 ± 0.02 -- 50.00 ± 2.86 -- 
10 (2) 194.40 ± 2.31 0.001 (1:2) 0.24 ± 0.01d 0.12 (1:2) 40.99 ± 1.35 0.01 (1:2) 
40 (3) 185.36±22.06 0.04 (1:3) 0.26±0.01d 0.86 (1:3) 28.90±1.93 0.00(1:3) 
a)  The percentage of DNA is related to the chitosan weight in the system. 
b)  Number-weighted average diameter. 
c) The results are represented as the means ± ht eSDs; n=3 independent experiments. 
d) P-values > 0.05 indicate that the values are not significantly different. The results from (2) and 
(3) were compared with those from (1).  
 
According to Table 4.4, pDNA incorporation led to the formation of DNA-
CHI/TPP polyplexes that were smaller than the CHI/TPP nanoparticles (Figure 4.3). 
Regarding the PDI values, there were no significant differences in the amounts of 




pDNA. It is likely that the PDIs remained constant due to intense vortexing during 
the incorporation of the DNA into the CHI/TPP nanoparticles. To avoid precipitation 
during the ionic reaction between the CHI/TPP nanoparticles and the pDNA, we 
added a higher amount of DNA (40%) in two steps as previously reported in section 
2.2.4. The zeta potential decreased with the increase in the amount of pDNA, which 
suggests a partial neutralization of the positive chitosan charges due to electrostatic 
interactions with the negative charges of the DNA, which also confirms the decrease 
in the average diameter (Table 4.4).  
Csaba et al. (2009) studied the physicochemical characteristics of chitosan-
based polyplexes using high-molecular-weight CHI at 1 mg/mL and a CHI/TPP mass 
ratio of 4. Additionally, three different percentages of DNA were studied (5, 10 and 
20%) using a protocol in which DNA was added to TPP before the formation of 
nanoparticles. The results revealed that the addition of DNA (up to 10%) decreased 
the average diameter, which agrees with our results; however, in the study by Csaba 
et al., the addition of 20% DNA led to an increase in the mean diameter.  
 
3.5.  Transfection efficiency and cytotoxicity of CHI/TPP nanoparticles in 293A 
cells 
 
Next, we assessed the gene delivery properties of chitosan-based polyplexes 
(i.e., the transfection efficiency) and the cytotoxicity toward 293A cells. With the 
temperature variation technique, it was possible to produce CHI/TPP nanoparticles 
in the nanoscale range that had small polydispersities and very well-defined 
spherical shapes (Figures 4.4). The CHI/TPP nanoparticles (CHI and TPP at 0.75 
mg/ml and a CHI/TPP mass ratio of 5) were incorporated into the pEGFP-N1 (pDNA) 
at a mass ratio of 10 or 40%, as previously described, and incubated with the 239A 
cells. Our objective was to evaluate the CHI/TPP nanoparticles produced via the 
temperature variation technique and the effects of the percentage of DNA on the 
transfection efficiency; the results are presented in Figure 4.5.  
 





Figure 4. 5: Transfection efficiency of DNA-CHI/TPP polyplexes in 293A cells. The 293A cells 
were transfected with EGFP-encoding plasmid DNA using CHI/TPP nanoparticles at a mass 
ratio of 10 or 40% (DNA/CHI % w/w). The transfections were evaluated after 24, 48 and 120 h 
based on EGPF-positive cell measurements performed by flow cytometry. The results are 
expressed as the means ± SD of three independent experiments (n = 3). Significant 
differences were determined by one-way ANOVA followed by Tukey’s (p < 0.05) post-test 
tests vs. 24 h. 
 
As demonstrated previously, the chitosan-based polyplexes exhibited 
sustained gene delivery in the HEK293 cells (Lee et al., 2007); therefore, we followed 
the transfection efficiency over 24, 48 and 120 h (Figure 4.5). For the polyplexes 
prepared with a 10% mass ratio (DNA-CHI/TPP), the transfection efficiency 
increased linearly from 5% at 24 h to approximately 25% at 120 h. In contrast, for 
the polyplexes that were prepared with a 40% mass ratio (DNA-CHI/TPP), the 
transfection efficiency increased from 2.5% at 24 h to approximately 5% at 120 h. 
To confirm these findings, we analyzed the transfected 293A cells by confocal 
microscopy (Figure 4.6). For the polyplexes prepared with a 10% DNA-CHI/TPP 
mass ratio, the transfection efficiency increased from 24 to 120 h. Similarly to the 
transfection efficiency results, for the polyplexes that were prepared with a 40% 
DNA-CHI/TPP mass ratio, only a few transfected cells were observed per field even 
after 120 h.  




These results reveal key idiosyncratic differences between the two DNA-
CHI/TPP mass ratios of the polyplexes studied (i.e., 10% and 40%). The DNA-
CHI/TPP polyplexes formed at the 10% mass ratio exhibited a sustained gene 
delivery profile; however, increasing the amount of DNA in the polyplexes (i.e., a 
40% DNA-CHI/TPP mass ratio) was detrimental to the transfection efficiency. This 
difference might have been due to distinct internalization pathways and intracellular 
trafficking of the DNA-CHI/TPP polyplexes (De Jesus e Kapila, 2014). It has been 
demonstrated that positively charged chitosan nanoparticles can escape from 
lysosomes after internalization to exhibit perinuclear localization (Yue et al., 2011). 
Although there was no difference between the average diameters of the DNA-
CHI/TPP polyplexes that were prepared using mass ratios of 10 and 40%, the zeta 
potential of the DNA-CHI/TPP polyplexes that were prepared with a mass ratio of 
10% (+40.99 ± 1.35 mV) was higher than that of the polyplexes formed with a mass 
ratio of 40% (+28.90 ± 1.93 mV). Therefore, the higher zeta potential observed for 
the particles containing DNA-CHI/TPP polyplexes (+40.99 ± 1.35 mV) compared to 
that of the lipoplexes formed using a 40% mass ratio (+28.90 ± 1.93 mV) appears to 
be biologically relevant (i.e., indicative of more effective internalization). 
Furthermore, TPP may also play an important role in the release of 
intracellular pDNA. Chitosan polyplexes are known to form very stable complexes 
with pDNA, which can be unfavorable to pDNA release and thereby lead to 
degradation and low transfection efficiency (Köping-Höggård et al., 2004). At lower 
concentrations of DNA (e.g., a 10% mass ratio), the negative charges of the TPP 
may help to destabilize the interaction between chitosan (positive) and DNA 
(negative) and improve the release from endosomes. At higher concentrations of 
DNA (e.g., a 40% mass ratio), the negative charges of the TPP may not be sufficient 
to destabilize the strong interaction between chitosan and DNA, which would likely 
result in polyplex degradation. Additionally, the decrease in size (Table 4.4) with the 
increase in DNA is suggestive of an increase in CHI crosslinking that would reflect 
poor transfection efficiency. We cannot rule out the possibility that both events (i.e., 
greater internalization and improved endosomal escape) contributed to the observed 
difference in transfection efficiency. 






Figure 4. 6: Representative confocal images of GFP expression from DNA (10%)-CHI/TPP+ 
(A) and DNA (40%)-CHI/TPP (B) in transfected 293A cell lines observed after 24 h (1st row), 
48 h (2nd row) and 120 h (3rd row) of transfection. All the images are overlays of the 293A 
cell nuclei labeled with TOPRO3, in blue, and the GFP protein expression, in green (scale 
bars: 20 µm). 
 
Next, we evaluated the cytotoxicity of the DNA-CHI/TPP polyplexes in the 
293A cells. The DNA-CHI/TPP polyplexes tested were prepared as previously 
described but using the empty plasmid pBR322 (4.4 kbp) instead of the pEGFP-N1 
(4.7 kbp) that was used in the transfection efficiency experiments. This plasmid 
replacement was performed to avoid interference due to GFP expression in the MTT 
assay and to avoid cytotoxicity due to GFP overexpression. The concentrations 
tested ranged from 0.032 to 0.32 mg/mL, which represent 1 to 10 times the amount 
of DNA-CHI/TPP polyplex (10% mass ratio) that was used for transfection. To date, 
few studies have addressed chitosan-related cytotoxicity over time. Therefore, we 
decided to evaluate the DNA-CHI/TPP polyplexes at 6 h to detect any possible early 
cytotoxic effects and at the later points that were analyzed in the transfection 
efficiency experiments, i.e., of 24, 48 and 120 h.  
 





Figure 4. 7: Cytotoxicity assay of the DNA (10%)-CHI/TPP polyplexes in the 293A cell line. 
The cells were treated with increasing concentrations of DNA-CHI/TPP (from 1 to 10 times 
the transfection amount). The cells were incubated with nanoparticles, and cell viability was 
measured after 6 h, 24 h, 48 h and 120 h. The results are expressed as the means ± SD of 
four independent experiments (n = 4). Significant differences were determined via a one-way 
ANOVA followed by Tukey’s (p < 0.05) post-tests vs. the controls (non-treated cells) at each 
time point. 
 
Incubation with the DNA-CHI/TPP polyplexes did not alter the 293A 
cell viability from 6 to 48 h even at the highest concentration tested (i.e., 10 times 
the concentration used for transfection) as depicted in Figure 4.7. Additionally, the 
cytotoxicity of the polyplexes was not dose-dependent. However, all treatments 
slightly reduced cell viability (65-75% cell viability) at 120 h. However, the 
mechanism underlying the in vitro toxicity of chitosan still remains unclear. 
Interestingly, a slight reduction in 293A cell viability was observed at the same time 
point at which the transfection efficiency reached higher values. One possible 
explanation is that the degradation of DNA-CHI/TPP polyplexes might have triggered 
both events (i.e., transfection efficiency and cytotoxicity). This degradation may have 
somehow released monomers and metabolites from the CHI/TPP nanoparticles that 
were responsible for the cytotoxic effects and the pDNA release that resulted in 
transfection efficiency in the transfection experiments. We are currently studying the 
differences between the transfection efficiencies and cytotoxic effects observed at 
later stages. 






The use of the temperature variation technique with a tank reactor featuring 
baffles and controlled stirring to produce CHI/TPP nanoparticles is capable of 
reducing the polydispersity of the particles compared to that of particles produced 
by isothermal processes. The investigation of the process parameters critical to the 
temperature variation technique revealed that these parameters affect the 
physicochemical characteristics of the CHI/TPP nanoparticles in manners similar to 
those observed for isothermal processes despite the difference in polydispersity 
index. However, the temperature variation technique resulted in nanoparticles with 
uniform and smooth morphologies. The incorporation of DNA into the CHI/TPP 
nanoparticles led to the formation of polyplexes that were smaller than the CHI/TPP 
nanoparticles alone. Remarkably, these polyplexes were capable of 
sustained/delayed transfection (up to 120 h) at low concentrations of DNA (i.e., a 
10% mass ratio). In terms of cytotoxicity, we observed a slight decrease in cell 
viability after 120 h that was likely due to polyplex degradation. However, the 
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CAPÍTULO 5. CONCLUSÕES FINAIS 
 
Os estudos realizados nesta tese visaram o desenvolvimento de processo 
para produção de partículas de CHI/TPP para aplicação em terapia/vacinação 
gênica. Este trabalho teve como grande desafio o estabelecimento de protocolos 
para produção de nanopartículas de CHI/TPP, metodologia de incorporação do 
DNA nas nanopartículas e a escolha da linhagem celular e parâmetros de 
transfecção. 
 
Produção de nanopartículas de quitosana (CHI) de massa molar média e 
tripolifosfato de sódio (TPP) avaliando a influência do pH 
 
Grande parte dos trabalhos citados na literatura mostram a produção de 
partículas de CHI/TPP em escala laboratorial. No entanto, neste trabalho realizou-
se o desenvolvimento do processo de produção de nanopartículas de CHI/TPP 
utilizando um sistema facilmente escalonável com reator com chicanas e agitação 
mecânica utilizando impelidor do tipo cowles, que possibilitou uma melhor mistura 
do sistema. Apesar da predominância de nanopartículas, não foi possível evitar a 
presença de alguns agregados. Este fato pode ser relacionado a concentração de 
CHI escolhida (5mg/mL), considerada alta para produção de partículas.  
O estudo sistemático do pH demonstrou que este parâmetro modula as 
características físico-químicas (diâmetro hidrodinâmico, índice de polidispersidade 
e potencial zeta) dos sistemas nanoparticulados obtidos. Nanopartículas produzidas 
no pH mais alto (5,5) apresentaram menor polidispersidade, porém maior diâmetro 
hidrodinâmico.  
O conhecimento das características físico-químicas das nanopartículas de 
CHI/TPP obtidas em diferentes pH’s possibilitou a realização de um “estudo de 
estabilidade” das mesmas.  O objetivo deste estudo foi analisar o comportamento 
das partículas de CHI/TPP diante de mudança da força iônica, simulando o meio




 biológico que posteriormente seriam aplicadas. Os sistemas produzidos nos três 
diferentes pH’s (4, 5 e 5,5) estudados foram submetidos tanto ao aumento de pH 
quanto à adição de solução salina de PBS. No entranto, apenas as partículdas de 
CHI/TPP produzidas nos pH’s 4 e 5 apresentaram estabilidade nos meios testados 
no período de 4 horas.  As partículas produzidas no pH 5,5 não apresentaram 
estabilidade quando expostas à solução salina de PBS.  
A realização do teste de estabilidade teve papel fundamental para 
demonstrar que, apesar das diferenças físico-químicas das nanopartículas de CHI 
produzidas em diferentes pH’s, o meio de aplicação das nanopartículas exerce fator 
importante em suas características finais.   
O protocolo de incorporação de DNA as partículas de CHI/TPP foi 
estabelecido e os resultados mostraram que o aumento da porcentagem de DNA 
nas partículas gera aumento no diâmetro médio dos poliplexos obtidos.  
Os resultados obtidos no teste de estabilidade mostraram que o meio de 
aplicação biológica modula as característica físico-químicas das nanopartículas de 
CHI/TPP conforme citado anteriormente. Esta conclusão pode ser correlacionada 
aos resultados de avaliação biológica, levando em consideração a produção da 
proteína Luciferase, que apresentaram produção da proteína de interesse em todos 
os casos de poliplexos produzidos (diferentes pH’s).  
Estes resultados apresentam grande relevância, pois confirmam que não 
existe a necessidade de desenvolvimento de processos industriais para produção 
de partículas de CHI/TPP com condições rigorosas de controle, levando em 
consideração o pH.   
 
Produção de nanopartículas de quitosana (CHI) de massa molar baixa e 
tripolifosfato de sódio (TPP) avaliando a influência da temperatura 
 
Muitos estudos demonstram a preocupação de escolha de condições 
otimizadas de produção de partículas de CHI/TPP. Geralmente os fatores mais 
analisados são concentração de CHI e TPP e relação mássica entre a CHI e o TPP. 




Outro parâmetro importante a ser estudado e pouco explorado até o momento é a 
temperatura.  
A partir da condição otimizada de mistura já estabelecida na primeira parte 
do trabalho, nanopartículas de CHI/TPP produzidas em três diferentes temperaturas 
(25, 45 e 55 oC) não apresentaram diâmetro médio significativamente diferentes. No 
entanto, conforme houve o aumento de temperatura, ocorreu uma diminuição no 
índice de polidispersidade (PDI). Para a técnica de variação de temperatura as 
partículas de CHI/TPP apresentaram PDI significantemente menores. 
Diante dos gráficos de distribuição de tamanho por intensidade para a técnica 
de variação de temperatura foi possível concluir que não houve presença de 
partículas em ordem micrométrica. Confirmando o baixo valor obtido de PDI em 
torno de 0.24. As imagens obtidas a partir da técnica de microscopia eletrônica de 
transmissão confirmaram o tamanho obtido na análise realizada pela técnica 
“dynamic light scattering”.  
O estudo do planejamento de experimentos demonstrou a influência dos 
parâmetros importantes para a produção de nanopartículas de CHI/TPP 
(concentração de CHI e TPP e relação mássica entre CHI/TPP).  
Os testes de avaliação biológica (transfecção in vitro) apresentaram 
resultados interessantes, pois verificou-se que a porcentagem de DNA de 
10%(massa em relação a massa de quitosana presente no sistema) apresentou 
aumento na porcentagem células de transfectadas ao longo do tempo (5% em 24 
horas e 24% em 120 horas). Esses resultados mostraram que os poliplexos obtidos 
apresentam liberação sustentada. No entanto, para a porcentagem de 40% de DNA 
esse aumento de transfecção não foi observado (5% em 120 horas). Estes 
resultados sugerem que o aumento da porcentagem de DNA gera maior 
“crosslinking” resultando em menor eficiência de transfecção devido a maior 
dificuldade de liberação do DNA.  
A condição de mistura estabelecida favoreceu a produção de nanopartículas 
de CHI/TPP com as características obtidas, porém a concentração de CHI e TPP, 
relação mássica de CHI/TPP e temperatura exercem maios influência nas 
características físico-químicas do sistema.  






O objetivo geral deste trabalho foi colaborar no desenvolvimento de 
processos para a produção de sistemas nanoparticulados visando aplicação na 
vacinação/terapia gênica. Conforme dito anteriormente, a maioria dos trabalhos na 
literatura descrevem a produção de nanopartículas poliméricas em escala 
laboratorial.  
Desta maneira este trabalho abre uma frente para estabelecer o de 
desenvolvimento de sistema escalonável de produção de partícula de CHI/TPP 
levando em consideração parâmetros da engenharia química.  
Além disso, comprovou-se com estudos sistemáticos a forte influência de 
diversos parâmetros (pH, concentração de CHI e TPP, relação mássica de 
CHI/TPP, temperatura) nas nanopartículas de CHI/TPP obtidas.  
Entretanto, apesar da influência dos parâmetros que influenciam na produção 
sistemas nanoparticulados, é imprescindível levar em consideração o caráter iônico 
das nanopartículas de CHI/TPP e analisar o comportamento delas no meio biológico 











CAPÍTULO 6.SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 
 Estudo sistemático do processo de produção de partículas de quitosana a 
partir do sistema bulk utilizando diferentes agentes reticulantes: ácido 
hialurônico (HA) e adenosina Trifosfato (ATP). 
  No capítulo 4 o estudo de eficiência biológica em termos de células 
transfectadas, mostrou que o máximo valor obtido foi a partir de 5 dias. Para este 
caso torna-se interessante o estudo de transfecção celular para verificar o tempo 
em que atinge-se um valor constante de células transfectadas; 
 Estudo de diferentes porcentagens de DNA incorporados a partículas de CHI-
TPP entre 10-40%; 
 Estudo da produção de nanopartículas de quitosana a partir de processos 
microfluídicos: emulsão e focalização hidrodinâmica. Investigação de diferentes 
parâmetros;  
 Utilização de CHI modificada hidrofobicamente para estudos em dispositivos 
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Uma alternativa para a veiculação de DNA para terapia e vacinação gênica 
é o emprego de nanopartículas de quitosana (Csaba et al., 2009). Este é um 
biopolímero catiônico é obtido a partir da desacetilação alcalina da quitina, que é o 
principal componente estrutural do exoesqueleto de crustáceos. A natureza 
altamente catiônica da quitosana possibilita a realização de interações eletrostáticas 
com macromoléculas polianiônicas, tal como o DNA.  
Uma alternativa para a complexação direta entre quitosana e DNA é a 
reticulação da quitosana em etapa anterior à incorporação do DNA.  Um processo 
muito investigado é a gelificação ionotrópica, que se baseia na interação 
eletrostática da quitosana com polieletrólitos de íons opostos. Um poliânion 
bastante utilizado é o tripolifosfato de sódio (TPP) (Agnihotri , Mallikarjuna & 
Aminabhavi, 2004, Calvo et al., 1997 e Fernandez-Urrusuno et al., 1999). Esta é 
uma técnica simples, além de ser um processo eletrostático reversível (hidrogéis 
físicos), tendo como grande vantagem a não utilização de reagentes tóxicos (Shu  
& Zhu, 2000).   
No entanto, apesar dos estudos de aplicação das nanopartículas de CHI/TPP 
poucos estudos visam o desenvolvimento de novos processos factíveis de serem 
implantados na indústria e que geram nanopartículas com propriedades físico-
químicas reprodutívies (Yang , Huang & Chang, 2007). Processos envolvendo a 
reticulação ionotrópida da quitosana descritos na literatura são realizados 
normalmente em regime batelada e muitos dos estudos de forma laboratorial, sem 
abordar aspectos de engenharia e que possibilitem futuros estudos de 
escalonamento de processos. 
A microfluídica emerge como uma alternativa para o desenvolvimento de 
processos de produção de nanopartículas de quitosana. No entanto, a formação 
destas nanopartículas nesta plataforma tecnológica ainda é um grande desafio e 
necessita esforços, pois as primeiras publicações reportam a produção de partículas 
apenas em tamanho em escala micrométrica (Yang et al., 2007, Yeh et al., 2010). 
O princípio utilizado em microfluídica para partículas de hidrogéis (quitosana, 





duas correntes oleosas. O controle das vazões permite a formação de gotas 
aquosas na corrente oleosa (emulsificação) e em seguida, esta mistura é adicionada 
em um reator contendo o agente reticulante em fase aquosa. Este é um processo 
que requer uma segunda etapa de remoção do óleo. 
Na literatura poucos trabalhos relatam a obtenção de nanopartículas de 
quitosana em microfluídica, os mais recentes são (item 3.1 do Capítulo 2 deste 
trabalho apresentam a descrição detalhada dos processos): 
Método de focalização hidrodinâmica: na entrada central do dispositivo 
adiciona-se a solução aquosa de quitosana e nas entradas laterais adiciona-se 
como agente reticulante adenosina trifosfato (ATP) para formação da nanopartícula. 
Em outro trabalho utilizou-se quitosana hidrofobicamente modificada na entrada 
central e nas entradas laterais água em pH básico para que ocorra auto agregação 
da quitosana.  
Método da emulsão temporária: gotas de água contendo o polímero (neste 
caso o alginato de sódio) são geradas em um microcanal tendo como fase contínua 
o solvente. À medida que a água se dissolve (lentamente) na fase orgânica, há uma 
diminuição do tamanho das gotas de polímero, permitindo em seguida, a adição em 
linha do agente reticulante (neste caso íons Ca2+).  
Em vista dos poucos trabalhos já realizados nesta área para obtenção de 
nanopartículas de quitosana torna-se um desafio a obtenção de um processo viável. 
Vale a pena ressaltar que ainda não existe nenhum trabalho descrito na literatura 
para obtenção de nanopartículas de CHI/TPP por processo microfluídico. Desta 
forma, esta etapa envolveu o estudo exploratório de processos microfluídicos 
visando a formação de nanopartículas CHI/TPP. Parte desta etapa foi realizada no 
National Institute of Standards and Technology (NIST-EUA), onde se explorou 
aspectos da técnica de emulsão temporária e também da focalização 
hidrodinâmica. Ressalta-se que este trabalho de doutorado é o primeiro do nosso 
grupo de pesquisa que envolve uma análise sistemática de formação de 







2. Materiais e Métodos 
2.1. Materiais 
 
Os seguintes materiais foram utilizados durante a etapa de desenvolvimento 
do processo microfluídico para produção de nanopartículas de CHI/TPP: 
 Quitosana baixa massa molar, Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA); 
 TPP, Sigma-Aldrich, (St.Louis, MO, USA); 
 Isotiocianato de Fluoresceína (FITC), (St.Louis, MO, USA); 
 Metil Acetato, Sigma-Aldrich, (St.Louis, MO, USA);  
 Surfactante BRIJ 78, Sigma-Aldrich, (St.Louis, MO, USA); 
 Surfactante SPAN 80, Sigma-Aldrich, (St.Louis, MO, USA);BRIJ S20, Croda 
(Campinas, SP, BRASIL);Sulforodamina B, Sigma-Aldrich, (St.Louis, MO, 
USA); 
 Kit Sylgard 184 (Dow Corning, Midland, MI, USA); 
Os equipamentos utilizados foram: Microscópio de fluorescência da marca 
Zeiss modelo Axioskop 2 plus; 3 Bombas seringa modelo PHD2000 
(Infuse/Withdraw), Harvard apparatus, (Holliston, MA, USA).  
 
2.2. Métodos 
2.2.1. Produção dos microdispositivos 
 
O primeiro passo para a produção dos microdispositivos que neste caso eram 
de PDMS (polímero utilizado na produção de dispositivos) e vidro é o desenho 
destes no programa AUTOCAD nas dimensões em que foram produzidos. O arquivo 
foi impresso em fotolito e usado como molde positivo para o processo de litografia 









Figura I. 1: Projeto elaborado em Autocad com os microdispositivos utilizados 
 
Após a preparação da máscara utilizou-se o kit Sylgard 184  contendo o  
polímero  poli(dimetilsiloxane) conhecido por PDMS e seu agente de cura. O 
polímero e seu agente de cura foram misturados em uma proporção de 10:1. Foi 
realizado o processo de desgaseificação da mistura em dessecador sob vácuo, para 
então ser vertido à máscara (contida em placa de petri). Depois de se verificar que 
não existia nenhuma bolha no polímero foi feito o processo de cura que pode ocorrer 
a temperatura ambiente overnight ou ser colocada em estufa a 80oC durante 1h. 
Após o processo de cura retirava-se o polímero da máscara. A Figura I.2 apresenta 
uma descrição geral do processo de formação dos microdispositivos de PDMS. 
 
 
Figura I. 2: Processo geral para a produção de dispositivos microfluídicos formados por 





O polímero foi então retirado da máscara cortando-se com bisturi e em 
seguida, utilizando um microscópio e um dispositivo, utilizado na área médica para 
realizar biópsia, realizava-se a entrada e saída dos microcanais, permitindo o 
acoplamento das tubulações de entrada e saída do dispositivo. 
O dispositivo tinha base de vidro, e uma lâmina de microscópio era utilizada 
para adesão da placa de PDMS. O método para a realizar a adesão foi o plasma. O 
procedimento consistia em colocar o dispositivo de PDMS e a lâmina de vidro em 
dessecador (contendo base de alumínio). O dessecador era mantido durante 1 
minuto sob vácuo (bomba de vácuo). Em seguida, este sistema com vácuo era 
colocado em um microondas durante 7 segundos (30% da potência máxima). Em 
seguida, retirando-se o vácuo, realizava-se a adesão do dispositivo de PDMS e da 
lâmina de vidro. O plasma realiza uma mudança nas superfícies de ambos os 
materiais e permite a adesão. 
Uma foto do dispositivo produzido está na apresentada na Figura I.3: 
 
 
Figura I. 3: Foto do dispositivo PDMS/vidro. 
 
2.2.2. Quitosana Fluorescente 
 
Para analisar a formação de gotas dentro dos microcanais realizou-se o 
processo de marcação da quitosana com o corante fluorescente FITC conforme 
metodologia já descrita na literatura e com modificações (Qaqish e Amiji, 1999; Fan 
et al., 2012a). A solução de quitosana foi preparada na concentração de 1% (m/V) 
em solução de ácido acético (0.1M) utilizando agitação magnética, que foi mantida 
por um período de 24 horas.  
Após esse período, 100 mL de etanol desidratado (EtOH) foi adicionado à 
solução de quitosana, seguido de 50 mL da solução de FITC em EtOH (0,5 mg/mL). 





se NaOH (0,2 M) à solução até que ocorresse toda precipitação da quitosana.  A 
solução de quitosana precipitada foi lavada com EtOH repetidas vezes e 
centrifugada até que nenhum traço de FITC no sobrenadante fosse encontrado. 
Após essa etapa, a solução de quitosana precipitada foi redispersa em solução de 
ácido acético (0,1 M) e em seguida submetida a diálise durante 24 horas. A última 
etapa consistiu na liofilização da solução de quitosana. A Figura I.4 a seguir 
apresenta a reação que ocorre entre a quitosana e o FITC. 
 
 
Figura I. 4: Representação esquemática da reação da quitosana com o FITC (Fonte: Qaqish e 
Amiji, 1999) 
 
2.2.3. Produção de Nanopartículas de Quitosana a partir do processo de 
emulsão temporária 
 
O processo de emulsão temporária foi investigado utilizando o solvente metil 
acetato (MeAc).  A solução de quitosana (fluorescente ou não) foi preparada na 






Inicialmente fez-se um estudo de vazões no canal de extração do solvente 
(Figura I.5). As vazões inicialmente estudadas baseando-se em Sugaya e 
colaboradores (2011) foram Q1= 30 ul/min e Q2= 0,9 uL/min (Figura I.5). Devido às 
restrições dos equipamentos, a melhor vazão ajustada para a formação de gotas foi 
de Q1= 100 ul/min e Q2= 5 uL/min. As outras vazões estudadas para o MeAc foram 
Q1=  50, 75 e 125 uL/min.  
Em seguida ao ajuste de vazões para o canal de formação de gotas iniciou-
se o processo de formação de partículas utilizando o agente reticulante tripolifosfato 
de sódio (TPP). A concentração de TPP preparada foi de 0,02 mg/mL e a razão 
mássica entre CHI/TPP foi de 5,8. Sendo assim para essa concentração a vazão de 
TPP foi de QTPP= 24 uL/min. A caracterização das partículas obtidas foi realizada 
no equipamento AF4 (Asymmetric flow-field flow fractionation) da empresa Wyatt 
Technology.  
Para a separação do solvente das nanopartículas utilizou-se dispositivos de 
ultrafiltração para centrífuga com diâmetro de corte de 30 kDa da empresa Pall 
Filter. 
 
2.2.4. Produção de Nanopartículas de Quitosana a partir do processo de 
focalização hidrodinâmica 
 
O estudo do processo de focalização hidrodinâmica consistiu na avaliação 
de vazões das soluções de CHI e TPP aplicadas ao microcanal do tipo T para 
avaliação das melhores condições de processo. As concentrações de CHI e TPP 
foram 0,5 e 0,02 mg/mL respectivamente.  
As vazões de CHI estudadas foram QCHI= 20-80 uL/min. e QTPP= 80-320 
uL/min. Os cálculos foram feitos de modo que se mantivesse a razão mássica entre 
CHI/TPP no valor de 5,8.  
As nanopartículas de CHI/TPP foram caracterizadas em termos de diâmetro 
médio, potencial zeta e índice de polidispersidade no equipamento Malvern 






3. Resultados e discussão 
3.1. Processo de produção de partículas por emulsão temporária e emulsão 
3.1.1. Emulsão temporária  
 
O processo de produção de partículas a partir da técnica de emulsão em 
microfluídica vem sendo estudado extensivamente por diversos pesquisadores da 
área que relatam a obtenção de partículas homogêneas, porém em escala 
micrométrica (Seo et al., 2005; Chen et al., 2009; Matosevic e Paegel, 2011). 
Para a produção de partículas de CHI pela técnica de emulsão em 
microfluídica pouco se encontra na literatura.  Destaca-se o trabalho de Yang e 
colaboradores (2007) que realizaram o processo de formação da gota em 
microfluídica, sendo que a fase oleosa era composta por óleo de semente de 
girassol e a fase aquosa continha quitosana na concentração de 1 %. A formação 
da partícula se dava na saída do dispositivo microfluídico aonde as gotas eram 
coletadas em um reservatório onde encontrava-se o agente reticulante (Yang et al., 
2007). Este procedimento normalmente leva à formação de micropartículas. 
Uma alternativa recentemente publicada (Sugaya, Yamada e Seki, 2011; 
Sugaya et al., 2013) utiliza a técnica da  emulsão temporária e neste caso é 
compreendida como uma precipitação controlada do polímero frente à fase oleosa, 
porém estas emulsões são estáveis por um período pequeno de tempo (Mehta e 
Somasundaran, 2008). Neste caso considera-se o solvente orgânico (solúvel na 
fase aquosa) como sendo a fase oleosa.  
Neste trabalho de doutorado, foi investigado inicialmente o processo de 
“emulsão temporária” (água/óleo) estabelecido por Sugaya e colaboradores 
(Sugaya, Yamada e Seki, 2011; Sugaya et al., 2013). Neste processo realiza-se a 
injeção cruzada de metil acetato como fase orgânica (solvente polar fraco) e uma 
fase aquosa contendo CHI. Com a difusão da água para o metil acetato (primeira 
confluência e região de extração da água) gotas uniformes eram formadas que 
diminuíam de tamanho ao longo do microcanal e subsequentemente o TPP era 





processo de reticulação iônica com TPP, a ser realizada na segunda confluência 
(Figura I.5).  
As dimensões do microcanais em profundidade e comprimento eram de 
aproximadamente 50 μm e 70 mm na região da formação de gotas e 75 mm na 
região de reticulação (Figura I.5).   
 
 
Figura I. 5: Diagrama esquemático do dispositivo baseado em Sugaya et al, 2011. Q1=vazão 
de metil acetato; Q2-vazão de quitosana; Q3=vazão de agente reticulante. 
 
Para visualização da formação de gotas ao final do microcanal eram 
coletadas amostras em uma lamínula de vidro. Desta maneira, como mostra a 
Figura I.6, foi possível observar as gotas e percebeu-se que as mesmas coalesciam 
e se tornavam maiores ao longo de aproximadamente 10 minutos. Sendo assim a 
alternativa encontrada para evitar a coalescência das gotas foi a utilização de 
surfactantes. 
O surfactante não iônico escolhido após avaliação de alguns (Tween 20, 
Tween 100) foi o BRIJ 78 na concentração de 4 mg/mL.  
Após verificar se existia a formação de gotas utilizando metil acetato como 
solvente orgânico, iniciou-se o estudo das vazões volumétricas de quitosana e de 
metil acetato.  
Como pouco material encontra-se na literatura relatando esse processo 
(apenas Sugaya, Yamada e Seki, 2011; Sugaya et al., 2013) para escolher a 
concentração de quitosana a ser utilizada adotou-se a concentração de quitosana 





formação de sistemas polidispersos a concentração de quitosana deve ser abaixo 
de 1,5 – 1,0 mg/mL.  
Para o estudo das vazões procurou-se escolher valores próximos aos 
utilizados por Sugaya e colaboradores (2011), no entanto a vazão de solvente 
utilizada era Q1= 30 uL/min, e de quitosana utilizava-se Q2= 0,9 uL/min, estes 




Figura I. 6: Obtenção de gotas – coleta no final dos microcanais.  Aumento de tamanho de 






Desta maneira as vazões escolhidas foram Q1= 100 uL/min e Q2= 5 uL/min 
para se realizar os primeiros testes para então variar as vazões. Para definir as 
vazões foi adicionado ao sistema água ao invés do agente reticulante.  




Figura I. 7: Imagens de gotas obtidas ao longo dos microcanais. Estudo de vazões: Q1= 100 
uL/min; Q2= 5 uL/min. 
 
As gotas obtidas tinham tamanho de aproximadamente 60 m no início do 
dispositivo (Figura I.7), porém com a difusão da água para o solvente o tamanho 
das gotas diminuía. Na região em que o agente reticulante iria ser adicionado o 
tamanho de gotas era menor. 
Após a obtenção de gotas estudou-se diferentes vazões de metil acetato 
(Q1). Para valores de Q1 < 100 uL/min, o tamanho das gotas formadas era maior 







Figura I. 8: Variação no tamanho de gotas de acordo com a variação de Q1 
 
Como em Q1 = 100 uL/min. o tamanho de gota era menor, fixou-se as 
seguintes vazões Q1 = 100 uL/min. e Q2 = 5 uL/min. para posterior estudo com o 
agente reticulante (TPP).  
A concentração utilizada de TPP foi de 0,02 mg/mL. Esta foi definida a partir 
de uma relação mássica entre CHI/TPP de 5,8 e este valor foi já estudado e definido 
no Capítulo 3. Desta forma com a concentração de TPP e a razão mássica, a vazão 
volumétrica total de TPP no sistema foi de Q3 = 24 uL/min. Para estas condições 
operacionais, o tamanho médio das partículas foi de 290 nm e polidispersidade de 
0,16. 
A suspensão processada contendo MeAc, água e nanopartículas de 
quitosana (CHI/TPP) foram centrifugadas utilizando dispositivo de ultrafiltração para 
centrífuga (Figura I.9).  
 
 







Após a microfiltração, avaliou-se o diâmetro médio e polidispersidade, que 
apresentaram valores de 160 nm e 0,07, respectivamente. Estes valores foram 
obtidos no equipamento AF4 cuja técnica está apresentada no Anexo B.  
A Figura I.10 apresenta um exemplo de um cromatograma obtido a partir do 
processamento da amostra no equipamento AF4, que por princípio realiza a 
separação das diferentes populações das nanopartículas para em seguida, realizar 
análise de espalhamento de luz estático para determinação do diâmetro médio e 
polidispersidade (Tabela I.1). 
  
 
Figura I. 10: Perfil cromatográfico obtido da amostra 1 no equipamento AF4. As Condições 
estudadas desta amostra foram Q1= 100uL/min. Q2 = 5uL/min e Q3 = 24uL/min 
 
Tabela I. 1:Diâmetros obtidos no equipamento AF4 da Wyatt’s Technology 
Amostra PDI.±S.D Diâmetro. médio±S.D  
1 0.007 201,7 ± 19,7 nm (LS) 
 205,45 ±7,10nm(QELS) 
2 0.05 204,4 ± 11,5 nm (LS) 
232,80 ± 8,50nm(QELS) 
3 0.02 145,1 ± 11,2 nm (LS) 









3.1.2. Dificuldades observadas na obtenção de emulsão temporária  
 
Quando se realizou a concepção dos dispositivos (Sugaya, Yamada e Seki, 
2011; Sugaya et al., 2013) definiu-se que mesmo utilizando o solvente metil acetato 
seria factível a utilização de dispositivos PDMS+VIDRO. No entanto, os dispositivos 
produzidos tinham um tempo de vida útil muito baixo.  
Os primeiros experimentos para estabelecimento das vazões de solvente e 
polímero apresentaram muitos problemas, pois na maioria dos experimentos o vidro 
descolava facilmente do PDMS causando a inutilização dos dispositivos. Após 
algum tempo verificou-se que alguns moldes continham falhas, bloqueios nos 
canais (Figura I.11) e que impossibilitavam o fluxo dos reagentes aumentando a 
pressão dentro dos canais e causando o descolamento do vidro e do PDMS.  
 
 
Figura I. 11: Bloqueios existentes nos moldes para confecção dos microdispositivos 
 
Outro problema ocorrido foi a presença de precipitados ao longo dos 
microcanais (Figura I.12). Este problema começou a ocorrer quando as condições 
de trabalho haviam sido estabelecidas, sendo assim não foi possível variar 
extensivamente as condições visto que o problema passou a aparecer com mais 
frequência. Notou-se que a precipitação ocorria antes de se adicionar o TPP, 







Figura I. 12: Precipitação da quitosana em metilacetato nos microcanais 
 
A primeira hipótese de precipitação nos canais investigada estava 
relacionada ao fato de que inicialmente os testes estavam sendo feitos com 
quitosana modificada com FITC Acreditava-se que esta alteração química da CHI 
poderia provavelmente alterar a sua solubilidade no metil acetato, levando à 
precipitação. Desta forma, novos experimentos foram conduzidos com a quitosana 
modificada para comprovar a hipótese da precipitação. 
Os testes realizados com a CHI-FITC mostraram também precipitação dentro 
dos microcanais. Diante disso conforme mostra as Tabelas I.2 e I.3, várias hipóteses 
foram levantadas e testadas a fim de superar a precipitação que estava ocorrendo 
nos microcanais. Os valores de razão de vazão volumétrica entre o solvente e a CHI 
testados foram de 33 baseado na literatura (Sugaya, Yamada e Seki, 2011; Sugaya 
et al., 2013) e 20 que foi o valor testado no item 3.1.1. Além disso, testou-se também 
o surfactante Span 80 na fase orgânica (MeAc) e o surfactante BRIJ S20 na fase 









Tabela I. 2: Hipóteses testadas considerando as características físico-químicas das 
soluções * Razão MeAc/CHI – relação entre a vazão volumétrica do solvente MeAc e vazão 
volumétrica da CHI.  ** pH da CHI=solução de CHI com pH=2.5. 
 




























Vidro PDMS - 
 
Além disso verificou-se também a possibilidade de que a precipitação poderia 
estar ocorrendo devido ao material do dispositivo microfluídico. Desta maneira a 
Tabela I.3 resume os diversos dispositivos microfluídicos testados.  
De acordo com Sugaya e colaboradores (2013) para garantir que o 
dispositivo fosse totalmente hidrofóbico a selagem do PDMS deveria também ser 
com o material PDMS. Além disso para garantir que o dispositivo recuperasse toda 
sua hidrofobicidade após a selagem por plasma ele deveria ser exposto em estufa 
à 150 oC por 3 horas.  Esta hipótese também foi testada, porém não foi possível 







Figura I. 13: Precipitação da quitosana nos microcanais nas diferentes hipóteses testadas 
 
O controle cinético não foi alcançado em todos os casos estudados. A Figura 
I.13 mostra a precipitação nos microcanais em diferentes hipóteses testadas. 
Conforme mencionado anteriormente emulsões temporárias são estáveis por um 
período pequeno de tempo (Mehta e Somasundaran, 2008) e neste caso alcançou-
se a estabilidade para garantir que as gotas (com tamanho controlado e 
homogêneo) contendo a fase aquosa com CHI conseguissem alcançar a segunda 
região do dispositivo (região de reticulação). Para todas as condições estudadas 
avaliou-se a também a condição de equilíbrio termodinâmico, através de 
experimentos conduzidos em tubos de ensaio. Em todas as condições testadas as 
amostras eram agitadas e aguardava-se o tempo de equilíbrio. Para todos os casos 
avaliados houve precipitação. Este resultado indica que a condição termodinâmica 
é de precipitação da quitosana na presença de metilacetato e água. A concentração 
de CHI foi de 0,5 mg/mL e as proporções entre o MeAC/CHI foram as mesmas 
listadas na Tabelas I.2.   
As dificuldades encontradas no processo de emulsão temporária conduziram 







3.2. Produção de Nanopartículas de Quitosana a partir de processo 
microfluídico por focalização hidrodinâmica 
 
Dentre as técnicas microfluídicas desenvolvidas para diversas áreas, a 
técnica de focalização hidrodinâmica tem sido muito investigada no processo de 
formação de nanopartículas, destacando-se os lipossomas (Jahn et al., 2004; Jahn 
et al., 2008; Zook e Vreeland, 2010; Balbino et al., 2013). Alguns trabalhos para 
produção de nanopartículas de quitosana também já foram reportados na literatura 
(Karnik et al., 2008; Majedi et al., 2012; Majedi et al., 2013), no entanto, o agente 
reticulante era ATP ou a quitosana era modificada quimicamente. 
Desta forma, avaliou-se a produção de nanopartículas de CHI/TPP pelo 
processo de focalização hidrodinâmica (modelo do dispositivo na Figura I.14) e a 
Tabela I.4 mostra as vazões volumétricas testadas. As concentrações de CHI e TPP 




Figura I. 14: Modelo do microdispositivo focalização hidrodinâmica 
 
Inicialmente a ideia era verificar se mantida a relação mássica e variando 
apenas a vazão era possível obter diferença nas características das partículas 
obtidas. As mesmas foram caracterizadas no equipamento Zetasizer e não foram 












Tabela I. 4: Vazões volumétricas estudadas no processo de focalização hidrodinâmica 









A Figura I.15 A e B mostra a caracterização físico-química obtida em termos 
de diâmetro médio e PDI para as vazões estudas de acordo com as vazões de 




Figura I. 15: Caracterização de nanopartículas de CHI/TPP obtidos a partir da técnica de 





A partir dos resultados obtidos (Figura I.15) é possível concluir que o diâmetro 
obtido (Figura I.15 A) para todas as vazões estudadas encontra-se em escala 
nanométrica, porém os resultados de PDI (Figura I.15 B) mostram o elevado grau 
de polidispersidade das partículas obtidas.  
A comparação entre o método de focalização hidrodinâmica com o método 
convencional (método bulk) de produção de nanopartículas de CHI/TPP é possível 
concluir que não existe vantagem na utilização do método, pois utilizando as 
condições estudadas, as nanopartículas produzidas apresentaram altos valores de 
PDI. Provavelmente no processo convencional a agitação mecânica fornecida ao 
sistema promove melhor mistura dos reagentes, sugerindo que a fluidodinâmica 
exerce papel fundamental neste processo. O alto índice de polidispersidade obtido 
pode estar relacionado ao agente reticulante (TPP) utilizado. Outros agentes 
reticulantes, tais como o ATP, que possuem uma menor difusividade na solução de 
CHI podem ser uma solução para minizar os valores de PDI. Conforme citado 
anteriormente o ATP já foi reportado na literatura (Majedi et al., 2012) e apresentou 
resultados satisfatórios em termos de diâmetro médio de partículas.    
Além do tipo de agente reticulante utilizado, a fluidodinâmica do sistema 
também pode influenciar nas características físico-químicas das partículas obtidas.  
Além da característica do agente reticulante, outro fator importante para a 
homogeneidade das nanopartículas obtidas é a fluidodinâmica do sistema.  Lim et. 
al (2014) demonstraram a partir de um sistema simples de mistura que era possível 
controlar o tamanho e o índice de polidispersidade das partículas através do número 
de Reynolds do sistema. O nome dado ao sistema foi jato turbulento de mistura 
utilizando um sistema coaxial para a produção de diferentes partículas 
(nanopartículas de PLGA-PEG, Ferro e de Poliestireno, bem como vesículas 
lipídicas). A partir do sistema desenvolvido os autores puderam controlar o regime 
do fluido em: laminar, vortex-turbulento e turbulento. O aumento do número de 
Reynolds diminuiu também o tempo de mistura dos reagentes utilizados e também 










De acordo com os resultados obtidos foi possível concluir que o processo de 
emulsão temporária não é reprodutível com o grupo de reagentes estudados (CHI-
MeAc). O controle cinético não foi alcançado com sucesso apesar de várias 
hipóteses serem testadas. A precipitação da CHI ocorria geralmente no ínicio dos 
dispositivos microfluídicos e a presença dos surfactantes não minimizou a presença 
dos precipitados. O processo avaliado nas condições já citadas na literatura também 
não apresentou resultados satisfatórios.  
Para o processo de focalização hidrodinâmica, o alto índice de 
polidispersidade das partículas obtidas pode estar relacionado ao agente reticulante 
utilizado (TPP) e a concentração de quitosana. Essas informações obtidas 
contribuirão para a continuação de estudos futuros, que serão realizados em nosso 
grupo, para a produção de nanopartículas de quitosana em processo microfluídico, 
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ANEXO B - Equipamento de Field FlowFractionation 
 
A técnica “Field – Flow Fractionation” (FFF) é utilizada na área analítica para 
a separação de materiais que possuem tamanho em toda a faixa coloidal (1 a 1000 
nm) com elevada resolução. A separação é baseada na diferença de escoamento, 
colocando esta técnica na mesma categoria da cromatografia.  Como na 
cromatografia, uma pequena amostra é injetada e esta deve percorrer uma câmara 
longa. No entanto, nesta técnica, não possui uma fase estacionária. Nesta 
estratégia, não existe problema de interação entre o soluto a ser separado e uma 
fase estacionária (comparativamente à cromatografia). 
O princípio da separação é causado pela ação de um campo externo, 
aplicado em ângulos escolhidos estrategicamente de forma que ocorra a separação. 
Este campo pode ser programado de diversas maneiras para maximização da 
separação. Diversos tipos de campo podem ser utilizados (escoamento, elétrico, 
térmico, magnético) (Figura B.1.1). Especificamente, no NIST o equipamento que é 
utilizado é o de escolamento (“Asymmetric flow-field flow fractionation”). Como a 
câmara de separação possui regime de escoamento laminar (altura do canal é de 
10 um). O perfil de escoamento será parabólico, apresentando um perfil de 
velocidade em função da distância da parede (Figura B.1.2). Na base do canal 
existe uma membrana de 10kDa que é responsável por impor o campo de 
separação, baseado no escoamento do tampão na direção perpendicular ao 
escoamento.  
Se um campo (de qualquer natureza) for aplicado neste escoamento 
perpendicular ao sentido do escoamento, as partículas de diferentes tamanhos 
terão uma localização diferenciada na altura deste canal. Como o perfil de 
escoamento é parabólico (com velocidades diferentes ao longo da altura do canal), 
a velocidade de eluição de tamanho de partícula será diferente, permitindo a 
detecção das diferentes populações existentes na amostra. 
Quando o campo aplicado é um escoamento, uma corrente independende 
permeia através do canal no sentido perpendicular ao escoamento principal. Esta 





sendo possível a aplicação para polímeros sintéticos e macromoléculas de origem 
biológica. A maioria das aplicações é realizada em fase aquosa, mas este princípio 
também permite aplicação em fase orgânica. O escoamento da corrente secundária 
é possível com a presença de uma membrana na parte inferior da célula, que 
permite a saída seletiva do tampão. A Figura B.1.1 apresenta uma fotografia com 
diversas geometria utilizadas na câmara de separação. Já a Figura B.1.2 apresenta 






Figura B. 1:Fotos da câmara de separação (1) e do equipamento como um todo para a 







ANEXO C -  Histórico Escolar 
 
 
 
 
 
